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Des essais de vaccination contre le tétanos ont été faits a 
plusieurs reprises chez l’homme et chez les animaux. Au cours 
de la derniére guerre notamment, notre maitre le P" Vallée et 
le D" Bazy ont réalisé ’immunisation de l'homme par I’injec- 
tion de mélanges de toxine tétanique et de liqueur de Gram. 
Plus récemment, Okuda a vacciné, au moyen de mélanges ana- 
logues, des animaux de laboratoire (lapin, cobaye) et certaines 
espeéces domestiques (mouton, chévre, cheval). Etudiant les 
qualités antigéniques des toxines traitées par Piode, cet auteur 
ne fait que confirmer des notions classiques et déja ancienne- 
ment établies. 

Mais les qualités immunisantes des toxines iodées, pour 
réelles qu’elles soient, n’en demeurent pas moins faibles et, en 
quelques jours, les mélanges de toxine et de liqueur de Gram 
perdent toute leur activité. Ces mélanges constituent donc des 
anligénes instables et de valeur médiocre. D’oti la nécessité de 
les employer a des doses élevées et dans les heures qui suivent 
leur préparation. | 

S’ils permettent, ainsi que l’ont montré Roux et Martin, d’en- 
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treprendre en toute sécurilé l'immunisation des animaux, cest 
difficilement quils pourraient élre utilisés en grand pour vac- 
ciner contre le tétanos et, en réalité, ils n’ont été, jusqu’a pré- 
sent, l’objet d’aucune ulilisation pratique de cet ordre, a notre 
connaissance tout au moins. 

A la suite des travaux de Lowenstein, von Eisler a tenlé, 
sans succés, l’immunisation de l"homme au moyen de toxine 
tétanique traitée par ’aldéhyde formique. Son échec s’explique 
aisément si l’on considére que l’on ne pouvait alors ni évaluer 
le pouvoir antigéne des toxines, ni apprécier, fit-ce grossiére- 
ment, la dégradation subie par ce pouvoir antigéne du fait de 
Vaction des divers agents physiques ou chimiques employés 
pour détruire la toxicité des toxines. Cette dégradation était 
considérable puisque Vimmunisation du cobaye nécessitait 
Vinjection de 1 & 5 cent. cubes du vaccin de von Eisler, doses 
tres importantes eu égard au poids de l’animal considéré. Il 
s'agissait, 14 encore, d'un antigéne peu actif. 

Au cours de ses recherches sur l’anatoxine diphlérique, notre 
collégue et ami Ramon nous incita & étudier l’anatoxine téta- 
nique el nous fit entrevoir les avantages que l'on pourrait reli- 
rer de son emploi au point de vue de la prophylaxie du 
tétanos (1). 

Dans une communication antérieure (2) nous avons fait con- 
naitre sommairement les propriétés de l’anatoxine tétanique; en 
méme temps nous envisagions déja la possibilité de lutiliser 
d'une facon courante pour immunisation des animaux. Ce tra- 
vail est exposé des recherches que nous avons faites en ce 
sens. 


L’anatoxine tétanique. 


Sans entreprendre ici une étude complete et détaillée de 
lanatoxine tétanique, nous nous bornerons a donner quelques 
détails concernant sa préparation et & mettre en relief certaines 
de ses qualités essentielles, notamment son pouvoir antigene 
considérable. 


(1) Nous sommes heureux d’adresser ici A notre collégue et. ami Ramon nos 
plus chaleureux remerciements pour les conseils qu'il nous a prodigués et 
pour les encouragements qu'il nous a donnés. 

(2) Comples rendus des Séances de la Société de Biologie, 91, p: 239. 
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1° Derinition. 


Nous ne saurions mieux faire, pour définir l’anatoxine téta- 
nique, que d’appliquer 4 son cas particulier la définition géné- 
rale des anatoxines telle que l’a donnée Ramon (1). Nous dirons 
donc que l'anatoxine tétanique est un produit qui a perdu toute 
la nocivité de la toxine tétanigue dont i dérive, mats qui en possede 
encore la valeur floculante et en a conservé également toutes les 
propriétés immunisantes. 


2° PREPARATION. 


Considérons une toxine tétanique (2) qui, en injection intra- 
musculaire, tue en quatre ou cing jours le cobaye de 300 gram- 
mes a la dose de 0c. c. 0001. Mélangée a un sérum antitéta- 
nique étalon titrant 5.000 unités, elle flocule dans les proportions 
de 20 cent. cubes de toxine pour 0c. c. 35 de sérum. Ajoutons 
a cette toxine 2 cent. cubes p. 1.000 d’une solution a 40 p. 100 
d'aldéhyde formique. Placons le mélange a l’étuve & la tempé- 
rature de 37-38°. 

Si, dans la suite, nous effectuons des prélevements successifs, 
nous constatons, par l’injection au cobaye, que la toxigité du 
mélange s’abaisse progressivement. Cet abaissement de la toxi- 
cilé est particuliérement rapide et manifeste dans les tout pre- 
miers jours. C’est ainsi qu’aprés quarante-huit heures seulement 
de séjour & létuve, la toxine formolée ne donne méme plus de 
tétanos local au cobaye & la dose de Oc. c. 0005, la dose minima 
mortelle n’étant plus alors que de 0c. c. 01. Aprés cing ow six 
jours, l’injection au cobaye de la dose é6norme de 5 cent. cubes 
est incapable de provoquer le moindre accident local de téta- 
nos. A ce moment cependant la toxicité est encore loin d’étre 
totalement abolie, et si injection de 5 cent. cubes ne provoque 
pas de contractures locales, elle est suivie néanmoins, apres 


(1) Ramon. Paris médical, 6 décembre 1924, _ : 

(2) Les toxines tétaniques qui nous onl servi a préparer les anatoxines que 
nous ayons utilisées dans nos expériences proviennent du service de 
M. le Dt Louis Martin. Nous adressons nos remerciements a M. Martin et a 
ses collaborateurs. 
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quatre jours environ, d’un tétanos généralisé mortel (1). 

Ce pouvoir de déterminer du tétanos généralisé d’emblée ne 
disparait qu’a la longue et on constate que les accidents de cet 
ordre sont A échéance d’autant plus éloignée que la toxine a 
séjourné plus longtemps a l’étuve. Ils peuvent apparaitre cing, 
dix, douze jours apres l’injection. 

C'est sculement lorsque l’injection sous-culanée de 10 cent. 
cubes est devenue tout & fait inoffensive pour le cobaye, lors- 
qu’elle ne provoque plus chez lui aucun accident précoce ou 
lardif d’intoxication au cours d’une observation de plusieurs 
semaines, que la loxine est transformée en anatoxine. Ce résul- 
tat, pour la toxine envisagée et traitée comme nous l’avons dit, 
est obtenu en vingt jours environ. 

Si nous examinons le pouvoir floculant de la toxine formolée 
au cours de son séjour a l’étuve et jusqu’a sa transformation en 
anatoxine nous constatons, en utilisant toujours le méme 
sérum, que le « taux de floculation », c’est-a-dire les propor- 
tions respectives des deux constituants du mélange floculant, 
reste invariable: 7/ constitue une véritable constante du 
phenomene. 

Par contre, le temps nécessaire & la manifestation du phéno- 
méne de floculation (nous l’appellerons pour la commodité de 
cet exposé « tempsde floculation ») est d’autant plus long que 
la toxjne ou l’anatoxine ont séjourné davantage a l’étuve. Si, 
par exemple, la toxine originelle flocule en deux heures trente 
minutes a la température de 45°, la toxine formolée & 2 p. 1.000 
floculera avec le méme sérum en cing heures aprés deux jours 
d’étuve, en sept heures aprés six jours, en neuf heures apres 
dix jours, en quatorze heures aprés vingt jours, la réaction s’ef- 
fectuant toujours & la méme température de 45°. 

Si le temps de floculation d’une anatoxine dépend, comme 
nous venons de le voir, de la durée de son séjour & l’étuve, il 
dépend en outre de la quantité de formol employée pour sa 
préparation. Au lieu de 2 cent. cubes, ajoutons a la toxine— 
tétanique, toujours la méme, 5 cent. cubes p. 1.000 de formol. 
Nous voyons que le temps de floculation est de sept heures 
trente aprés deux jours d’étuve seulement. Il atteint dix- 


(1) Ces accidents sont A rapprocher de ceux que l’on observe lors de Vin- 
jection de mélanges toxine sérum antitétanique incomplétement neutralisés. 
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huit heures aprés six jours et s’allonge tellement par la suite 
que toute interprétation, sinon toute observation du phénoméne 
de floculation, devient impossible. L’abaissement de la toxicité 
est plus rapide, il est vrai, mais l’anatoxine obtenue flocule 
malgré tout en un temps trés long. Or, Ramon a montré que la 
lenteur excessive de la réaction de floculation caractérise les 
antigénes de qualité inférieure. Nous montrerons que cette 
donnée, d’une portée générale, s’applique parfaitement a l’ana- 
toxine tétanique. 

Des doses de formol telles que 1 cent. cube ou 0 ¢. c. 5 
p. 1.000 n’ont, sur la toxicité, qu’une influence médiocre et 
donnent de mauvais résultats, car il faut, si on a recours A de 
telles quantités de formol, prolonger l’action de la température 
de l’étuve. Leur emploin’est pas a conseiller. 

Il faut donc, dans la préparation de l’anatoxine tétanique, 
comme dans celle de toutes les anatoxines, employer des quan- 
tités de formol assez considérables pour détruire le plus rapi- 
dement possible la toxicité, assez faible cependant pour altérer 
au minimum le pouvoir antigéne de la toxine employée. L’in- 
tégrité plus ou moins grande de ce pouvoir anligene est suscep- 
tible, comme nous allons le voir, détre contrélée aussi bien in 
vitro quin vivo. A titre d’indication, signalons que, pour des 
toxines dont la toxicité fut comprise entre 1/3.000 et 1/15.000, 
nous avons obtenu de bons résultats avec des doses de formol 
variant de 1 c.c. 5 a 3 cent. cubes p. 1.000 et en faisant agir 
la température de l’étuve pendant un temps compris entre 
quinze et ving!-cing jours. 


3° Povvorr ANTIGENE (1). 


Nous avons vu que l’anatoxine tétanique est un produit 
dépourvu de toute espéce de toxicité. Il nous reste & examiner 
quelles sont ses qualités immunisantes. 

Considérons une anatoxine comparable a |’anatoxine type 
que nous venons de décrire. Injectons-en 1 cent. cube sous la 

(1) Toutce que nous rapporterons, relativement au pouvoir antigene de l’ana- 
toxine, soit chez le cobaye, soit chez le cheval, s’entend d'une anatoxine 


comparable, aux points de vue de son origine, de sa préparation et de son 
activité, A l’anatoxine type dont nous venons de décrire et de suivre la pré- 


paration. 
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peau & un cerlain nombre decobayes. Au bout de deux & trois 
semaines, ceux-cirésistent déja parfaitement & Vinjection intra- 
musculaire d’une quantité de toxine tétanique plusieurs fois 
mortelle pour les témoins. Loin de fléchir, cette résistance 
s’accroit encore par la suite, et tellement qu’au bout de deux a 
trois mois, les cobayes supportent, sans aucun symptome de 
tétanos, plusieurs milliers de doses mortelles de toxine. 

Mais des doses bien moindres d’anatoxine tétanique suffisent 
& conférer au cobaye une résistance encore trés notable. Des 
cobayes qui recoivent, en injection sous-cutanée, 0 c. c. 1 d’ana- 
toxine, acquiérent uneimmunité qui leur permet, soixante jours 
apres la vaccination, de résister, sans tétanos local, a l’épreuve 
de dix doses mortelles de toxine (dont Vactivité est contrélée 
sur des témoins). L’injection a de tels sujets de vingt doses 
mortelles est suivie de tétanos local, mais n’entraine pas la 
mort. 

Le pouvoir antigene de lanatoxine tétanique est donc consi- 
dérable et le parait encore bien plus si on compare les chiffres 
que nous venons de fournir & ceux que donne Okuda dans son 
travail sur les toxines iodées. Okuda dit, en effel, qu'il faut 
3 injections de 1 & 5 cent. cubes de toxine iodée pour créer, chez 
le cobaye, une immunité quilui permette de résister & une dose 
mortelle seulement. 

Toutes les anatoxines, méme lorsqu’elles procédent d’une 
méme toxine originelle, ne possédent pas un égal pouvoir anti- 
géne. Nous avons vu qu’en partant d’une méme toxine, on peut, 
suivant le mode de préparation mis en ceuvre, obtenir des ana- 
toxines qui, tout en floculant au méme taux avec le méme 
sérum, floculent en des temps différents & la méme tempéra- 
ture. Ramon montre que, d’une facon générale, pour toutes les. 
anatoxines, le pouvoir antigéne est d’autant plus considérable 
que le temps de floculation est plus réduit (1). Lianatoxine 
tétanique n’échappe point a cette régle. 

Considérous deux anatoxines de méme origine, floculant au 
méme taux, avec lemémesérum, l’une en quatre heures, l'autre 
en sept heures & la température de 55-57°. Injectons 0 c. c.5 de 
la premiére & chacun des cobayes d’un premier lot, 0 c. c. 5 de 


(1) Ramon. C. R. Acad. des Sciences, 477, 10 décembre 1923, p. 1338. 
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la seconde & chacun des cobayes d'un deuxiéme lot. Au bout 
dun mois, éprouvons tous ces sujets avec des quantités de 
toxine tétanique variant de une A cing cents doses mortelles. 
Des doses correspondantes de la méme toxine aménent la mort 
des témoins en des temps compris entre vingt-quatre heures 
et cing jours. Dans le premier lot, les cobayes éprouvés par 
une a cing doses mortelles ne présentent aucun accident; de cing 
a cinquante doses mortelles, le tétanos local s’observe chez 
50 p. 100 des sujets 6prouvés; de cent A cing cents doses mor- 
telles, le tétanos local apparait réguliérement chez tous les 
cobayes, mais n’est pas suivi de mort. Par opposition, dans le 
deuxiéme lot de vaccinés, nous enregistrons 50 p. 100 de cas 
de (étanos local avec une dose mortelle seulement; 100 p. 100, 
a partir de deux doses mortelles. La mort survient, irréguiiére- 
ment d’ailleurs, quand on atteint deux cents doses mortelles. 

Le temps de floculation peut donc servir & apprécier le pou- 
voir antigéne des anatoxines. II va sans dire que le taux de flo- 
culation reste l’élément fondamental de cette appréciation. 

Notons que le pouvoir antigéne de lanatoxine tétanique reste 
inaltéré pendant des mois, que l’anatoxine soit conservée a la 
glaciére ou 4 la température du laboratoire. L’anatoxine téta- 
nique constitue donc un antigéne de valeur fixe, parfaitement 
stable. 


Vaccination du cheval. 


Les résultals que nous avons obtenus chez le cobaye nous ont 
engagé a tenter l’immunisation du cheval par l’injection de 
faibles doses d’anatoxine. Les recherches que nous avons entre- 
prises sur ce sujet montrent que la vaccination du cheval 
contre le tétanos est pratiquement réalisable, que l‘injection de 
doses réduites d’anatoxine rend les sujets de cette espéce réfrac- 
taires, tant & une intoxication expérimentale sévére qu’a la 
maladie naturellement contractée. L’état actuel de ces recher- 
ches nous permet, en outre, d’apporter quelques précisions 
concernant les délais nécessaires & |’établissement de l’immu- 
nité, les modes de contréle et d’appréciation de cette immunité 
et sa durée. 
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4° RusIsTANCE A LINTOXICATION EXPERIMENTALE. 


Un cerlain nombre de chevaux vaccinés soit par trois, soit 
par deux injections sous-cutanées d’anatoxine tétanique, ont 
été éprouvés par l’injection sous-culanée de 1 cent. cube d'une 
des toxines couramment ulilisées a l'Institut Pasteur pour l’im- 
munisation des chevaux producteurs de sérum antitétanique, et 
dont l’activité est toujours contrélée sur le cobaye. Cetle quan- 
tité de toxine représente & coup str plusieurs dizaines de doses 
mortelles pour un cheval neuf. I] s’agit done d'une épreuve 
sévére. Notons, en outre, que, chez les chevaux vaccinés par 
trois injections, la dose d’épreuve a été doublée. 

Les douze chevaux utilisés dans cette expérience ont été pré- 
parés et éprouvés suivant des modalités dont voici l’exposé : 

1° Deux cheyaux regoivent chacun trois injections de 20, 20 
et 30 cent. cubes d’anatoxine. Pour ces deux chevaux, un inter- 
valle de sept jours a séparé chaque injection de la suivante. Ils 
recoivent chacun, sept jours aprés la troisiéme injection, 2 cent. 
cubes de toxine tétanique. 

2° Cing chevaux recoivent chacun deux injections d’ana- 
toxine de 20 cent. cubes, faites pour chacun“d'eux a sept jours 
d’intervalle lune de l’autre. Sept jours aprés la deuxiéme injec- 
tion, l'un d’eux recoit, a titre d’épreuve, 1 cent. cube de toxine 
tétanique; les quatre autres recoivent une dose égale de toxine 
sept jours plus tard, soit quatorze jours aprés la deuxi#me 
injection. 

Trois chevaux regoivent chacun deux injections, la pre- 
mitre de 45, et la deuxiéme, sept jours plus tard, de 20 cent. 
cubes d’anatoxine. L’épreuve de leur immunité est faite qua- 
torze jours aprés cette derniére injection. Elle consiste, comme 
pour les autres chevaux, en l’injection sous-culanée de 1 cent. 
cube de toxine tétanique. 

Tous ces chevyaux ont parfaitement supporté V’injection de la 
dose d’épreuve de 1 ou de 2 cent. cubes de toxine. Aucun n’a 
présenté le moindre symptéme général ni local de tétanos. Tous 
ont, par la suite, recu des doses progressivement croissantes de 
toxine télanique et leur hyperimmunisation a été menée A bien 
sans que nous ayons eu 4 déplorer aucun accident. 
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mis 


Si nous examinons les délais qui ont été nécessaires & l’éta- 
blissement de cette immunité, nous constatons qu’ils sont de 
vingt-huit jours pour les chevaux du premier lot, de quatorze 
et vingt et un jours pour ceux du deuxieme, de vingt et un jours 
pour ceux des troisiéme et quatridme lots. Ils sont comparables 
a ceux que nécessitent les vaccinations couramment pratiquées 
chez lesanimaux. En d'autres termes, il ne faut pas plus long- 
temps pour rendre un cheval réfractaire au tétanos, que pour 
rendre un mouton réfractaire au charbon bactéridien. 

Nous pouvons conclure que deux injections de 20 cent. cubes 
(ou de 15 et 20 c.c.) d’une anatoxine tétanique telle que celle 
que nous avons employée, suffisent pour créer, chez le cheval, 
en lespace de deux ou trois semaines, un état d'immunilé trés 
satisfaisant. 


2° Ré&sISTANCE A LA MALADIE NATURELLE. 


Dans les conditions naturelles, les animaux n’ont pas a 
redouter le contact subit et brutal d'une quantité de toxine 
tétanique comparable a celle que nous avons utilisée dans 
Vexpérience précédente. Ils sont exposés simplement a la souil- 
lure d'une plaie par des spores tétaniques associées a des 
germes et 4 des substances issus du milieu dont procédent les 
spores elles-mémes. Ces germes et ces substances associés con- 
tribuent & procurer aux spores les conditions nécessaires a 
leur germination et & la sécrétion de la toxine. Cette sécrétion 
in vivo de la toxine, il nous est impossible de l’apprécier 
exactement quant & son abondance et quant & sa qualilé. De 
toute évidence cependant, elle ne saurait étre soudaine, bru- 
tale, elle ne peut étre que progressive. Dans ces conditions, 
pour que l'immunité soit assurée, il faut et il suffit que l’orga- 
nisme vacciné détruise ou, plus exactement, neutralise la 
ioxine formée, jusqu’’ ce que les moyens de défense dont il 
dispose aient mis les spores et les éléments mycéliens tétaniques 
hors d’état de nuire. L’état d’immunité suffisant a cette exi- 
gence ne semble donc pas devoir étre nécessairement supérieur 
& celui que nécessite la neutralisation immédiate d’une Gnorme 
quantité de toxine brutalement introduite dans l’organisme. II 
est probable que la neutralisation de la toxine se fait peu a 
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peu, au fur et & mesure de sa formation, peut-étre aussi au 
fur et & mesure de la formation corrélalive de l’antitoxine. 
Etant donné que les vaccinés de l’expérience précédente ont 
résisté & une intoxication sévére, nous pensons pouvoir en 
induire que des chevaux vaccinés de fagon analogue doivent 
résister a la maladie naturelle, méme dans ses formes les plus 
graves. Et c'est en effet ce que l’expérimentalion permet de 
vérifier. 

Pour éprouver les chevaux que nous avons vaccinés a cet 
effet, nous avons utilisé des échardes préparées de la fagon 
suivante : 

Dans une culture de bacille tétanique agée de trois semaines, 
riche en spores, sont introduits de petils fragments de bois, 
préalablement stérilisés. On agite le tube de temps en temps, 
pour bien répartir les spores dans toute la masse de la culture. 
Le lendemain, le tout est placé au bain-marie et y est maintenu 
pendant une heure trente minutes, 4 la température de 80°. 
Aprés quoi, les échardes sont plongées dans un mélange de 
trois cultures en milieu liquide de: staphylocoque, bacille 
pyocyanique, bacille de Friedlander (1). Les échardes sont 
prétes & étre employées. Une écharde ainsi préparée donne 
toujours au cobaye un télanos mortel. 

Les animaux & éprouver sont rasés 4 la partie moyenne de 
lencolure, au niveau du muscle mastoido-huméral. La région 
est soigneusement lavée et aseptisée. Un trocart a saignée, de 
fort calibre, est enfoncé au centre de la région ainsi préparée 
et poussé profondément jusque dans les muscles du noyan 
cervical. La tige du trocart retirée, une écharde est introduite 
dans la canule et la tige, remise en place, la pousse jusqu’au 
conlact des tissus. Le trocart est retiré en bloc, la plaie quil 
laisse est recouverte de collodion. 

Lécharde, placée dans ces conditions, en plein tissu muscu- 
lave, n'a jamais été éliminée. 

Ainsi avons-nous opéré pour deux des chevaux (1 et 2) que 
nous avons utilisés dans cette expérience. Pour les autres 
(3, 4, 5 et 6), afin de rendre l’épreuve plus sévére encore, nous 


1. Nous devons remercier ici M. le Dt Legroux qui a mis 4 notre disposi- 


tion les souches microbiennes qui nous ont permis de mener a bien cette 
expérience. 


VACCINATION DU CHEVAL PAR L’ANATOXINE TETANIQUE 495: 


avons en outre imprégné les échardes d’un sel de quinine. 

1° Deux chevaux, 7 et 2, regoivent : 7, deux injections sous- 
cutanées d’anatoxine tétanique de 20 cent. cubes chacune, 
faites, la premiére le 26 juin, la deuxiéme le 10 juillet 1924; 
2, deux injections de 10 cent. cubes de la méme anatoxine, 
faites aux mémes dates que pour /. 

Le 20 juillet ces deux chevaux recoivent, en méme temps 
qu'un témoin, chacun une écharde. Le 14 aotit, soit aprés une 
incubation de deux semaines, le cheval témoin présente les 
premiers signes d'un tétanos bientdt généralisé. 11 meurt de 
tétanos le 27 aot, apres treize jours de maladie, tandis que les 
deux vaccinés restent indemnes et le sont encore aujourd hui. 

2° Quatre chevaux 3, 4, 5 et 6, recoivent respectivement les 
quantilés suivantes d’anatoxine, la méme que pour / et 2: 
3, deux injections sous-cutanées de 10 cent. cubes chacune, 
faites le 26 juin et le 10 juillet 1924; 4 et 5, une seule injec- 
tion de {0 cent. cubes le 26 juin; 6, une seule injection de 
20 cent. cubes 4 la méme date. 

Le 4 novembre 1924, soit, suivant le cas, quatre mois ou 
quatre mois et demi aprés la vaccination, ces quatre chevaux 
recoivent chacun une écharde en méme temps qu’un témoin. 

Le 13 novembre, apres neuf jours d’incubation, le cheval 
témoin présente du tétanos local du coté de l’insertion de 
lécharde. En méme temps, trismus, projection du corps cligno- 
tant. Les sympltOmes s’aggravent rapidement: le lendemain 
14 novembre, le témoin est en décubitus latéral complet avec 
tous les signes du tétanos généralisé. Il meurt le 15, aprés 
deux jours de maladie. 

Le 14 novembre, aprés dix jours d’incubation, le cheval 5, 
préparé par une seule injection de 10 cent. cubes d’anatoxine, 
présente les premiers symptomes du tétanos. Ces symplomes 
saggravent le 15. Le 16, le tableau clinique du tétanos est 
complet, le cheval se couche ; il meurt le 17, aprés trois jours 
de maladie. 

Le 18 novembre, aprés quatorze jours d'incubation, le 
cheval 6, préparé par une injection de 20 cent. cubes d’ana- 
toxine, présente du tétanos local de l’encolure du cdté de 
insertion de l’écharde. Le 19, pas de changement. Les jours 
suivants, les contractures s’aggravent, le tétanos restant tou- 
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jours local. Le 29, lencolure est complétement repliée sur elle- 
méme, la téte ramenée a la hauteur du garrot. A cette date, 
l’animal se déplace encore aisément, il mange et boit, bien 
qu’avec difficulté, les aliments et les boissons qu’on lui pré- 
sente. Il meurt le 2 décembre, aprés quinze jours de maladie. 

Les chevaux 3 et 4 sont restés indemnes et vivent encore 
aujourd'hui. 3 avait recu deux injections de 40 cent. cubes; 
4 ane seule injection de la méme quantité d’anatoxine. 

Cette expérience, considérée dans son ensemble, nous 
montre : 

4° Que, chez les chevaux vaccinés par deux injections suc- 
cessives d’anatoxine (7, 2 et 3), limmunité est toujours satis- 
faisante. Nous ne relevons chez eux aucun cas de tétanos, 
méme local ; 

2° Que chez ceux, par contre, qui ne recurent qu’une injec- 
tion d’anatoxine, Vimmunité est le plus souvent défaillante. 
Sur trois chevaux l'un, 3, meurt de tétanos aigu a évolution 
rapide ; un autre, 6, meurt de tétanos, bien que le caractére 
local et la marche chronique de sa maladie montrent guil 
possédait cependant une certaine immunité. Un seul enfin, 4, 
résiste complétement. Nous pouvons constater, en outre, aprés 
bien d’autres, qu’il y a,entre les animaux de méme espéce, des 
différences individuelles de réceptivité considérables. Un che- 
val préparé par une injection de 10 cent. cubes d’anatoxine 
résiste, alors que laméme dose ne développe aucune immu- 
nilé chez un second, et qu'une dose double ne donne a un 
troisiéme qu'une immunité trés précaire et insuffisante. 


3° ConTROLE DE L’IMMUNITH PAR LA RECHERCHE DE L’ANTITOXINE 
CHEZ LES VACCINES. 


Sil est commode d’éprouver les sujets vaccinés par l'injec- 
tion d'une dose connue, fixe, de toxine tétanique, ou par l’in- 
sertion d’une écharde, ces procédés sont cependant critiquables 
el imparfaits. Ils sont toujours cotiteux puisqu’ils comportent 
le sacrifice des sujets mal immunisés et des témoins. Ils ont, 
en outre, cet inconvénient grave, que les sujets éprouvés, soit 
par la toxine, soit par l’écharde, sont, en fait, des sujets sacri- 
fiés au point de vue expérimental. L’une ou l'autre de ces 
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6preuves constitue le terme ultime d'une expérience, car il 
n’est pas possible de suivre les progrés ou le déclin de l'état 
d’immunilé chez des animaux éprouvés de la sorte. L’épreuve 
elle-méme est de nature 4 modifier l’état humoral des vaccinés, 
a renforcer leur résistance et & la prolonger dans Je temps. Il 
devient nécessaire, sil’on a recours A de tels procédés d’infor- 
mation ou de contréle, de multiplier le nombre des animaux 
d'expérience, ce qui, au point de vue économique tout au 
moins, est un obstacle sérieux. Pour remédier & ces inconvé- 
nients, lidée vient immédiatement & l’esprit de controler et 
d’apprécier |’état d’immunité par la recherche de I’antitoxine 
dans les humeurs des vaccinés. C’est pourquoi nous nous 
sommes attaché & mettre en relief les deux points suivants : 

4° La vaccination par l’anatoxine tétanique entraine, chez 
le cheval, l’apparition d’antitoxine dans les humeurs; 

2° L’immunité est dans l’étroite dépendance des qualités 
antitoxiques des humeurs. 

Des expériences faites sur le cobaye montrent que, chez les 
sujets de cette espece, Vinjection d’anatoxine tétanique est 
suivie de l’apparition, dans les humeurs, de trés notables quan- 
tités d’antitoxine. Des cobayes, vaccinés par linjection de 
0c. c. 1 d'anatoxine, fournissent, aprés deux mois, époque ot 
Vimmunité est devenue trés solide, un sérum dont 0'c. c. 5 
neutralise parfaitement, 7m vitro, deux doses mortelles de toxine 
tétanique. L’injection du mélange au cobaye n’est suivie 
d‘aucun accident, méme local, de tétanos, alors que les témoinis 
meurent le quatrigme jour aprés l’injection. ll y a done, chez 
le cobaye vacciné, des anticorps décelables. En est-il de méme 
chez le cheval! ? 

Pour résoudre cette question, capitale dans ce cas particu- 
lier, et d’ailleurs intéressante au point de vue purement spé- 
culatif, le 4 novembre 1924, avant de les 6éprouver par le 
procédé de l’écharde, nous avons prélevé quelques centimétres 
cubes de sang aux chevaux 3, 7, 5 et 6, qui ont fait lobjet 
d'une étude anlérieure. Nous avons pu ainsi contrdéler, par 
deux procédés paralléles, l’immunilé de ces sujets. Les résultats 
obtenus dans les deux cas ont d’ailleurs été exactement super- 
posables. 

Pour éprouver lactivilé des sérums ainsi obtenus, nous 
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avons mélangé une dose fixe de ces sérums, 2 cent. cubes, & des 
quantités variables de toxine tétanique : une demi-dose ou une 
dose mortelle (pour chacune de ces quantités de toxine, et pour 
chaque sérum, deux cobayes ont élé injectés : soit 4 cobayes 
par échantillon de sérum). Des témoins ont été faits pour cha- 
cune de ces deux quantités de toxine : ceux qui recurent une 
demi-dose mortelle présentérent du tétanos local, quarante- 
huit heures aprés l’injection; ceux qui recurent une dose 
mortelie, présentérent du tétanos local aprés vingt-quatre 
heures d’incubation et moururent cing jours aprés |’injection. 

Pour rendre plus démonstratif le parallélisme des résultats 
que nous avons obtenus par l’épreuve de l’écharde et par le 
titrage de l’anlitoxine, nous placerons céte a céte, pour chaque 
cheval, les résultats obtenus dans ces deux ordres d expérience. 
De cette facon, on peut se rendre compte aisément que limmu- 
nité, traduite par la résistance 4 l’épreuve de l’écharde, coin- 
cide avec la présence d’antitoxine dans le sérum; que l’absence 
d’antitoxine coincide avec !’absence de limmunité. 

Le cheval 3, qui a recu deux injeclions de 10 cent. cubes 
d’'anatoxine, a parfaitement résisté & lépreuve de l’écharde. 
Parallélement, les cobayes sur lesquels a été controlée |’acti- 
vité de son sérum ont tous résisté. Aucun n’a présenté le 
moindre symptéme de tétanos. 

Le cheval 4 a regu une seule injection de 10 cent. cubes 
d’anatoxine; ila résisté & l’épreuve de l’écharde. Si nous nous 
référons au titrage de son sérum, nous voyons que celui-ci ren- 
ferme en effet de l’antitoxine, quoique en plus faible quantité 
cependant que le précédent. Si le mélange toxine-sérum ren- 
fermant une demi-dose mortelle n’a pas donné au cobaye de 
(étanos local, le mélange renfermant une dose mortelle se 
révéle encore toxique. Les cobayes qui l’ont regu ont présenté 
du tétanos local, tardif et fruste, auquel ils ont d’ailleurs sur- 
vécu. 

Le cheval 6, qui a regu une injection de 20 cent. cubes d’ana- 
toxine, a présenté, aprés insertion de l’écharde, un tétanos 
local, tardif, mais grave, auquel il a succombé. Le caractére 
de sa maladie dénole cependant une certaine résistance. Ceci 
est parfaitement confirmé par le titrage de son sérum. Ce sérum 
renferme certainement de l’antitoxine, mais en quantilté beau- 


VACCINATION DU CHEVAL PAR L’ANATOXINE TETANIQUE 499 


coup plus faible que les deux précédents. L’injeclion du mé- 
lange toxine-sérum renfermant une demi-dose mortelle n’a 
pas provoqué de tétanos local chez les cobayes qui l’ont recu; 
le mélange renfermant une dose mortelle a non seulement 
provoqué du ltétanos local, mais encore amené la mort des 
cobayes les septiéme el huitiéme jours & dater de l’injection, 
c’est-a-dire avec retard par rapport aux témoins. Cela montre 
que, si la présence de l’'antitoxine est toujours corrélative de 
limmunité, elle ne suffit pas 4 lassurer, son abondance seule 
est la raison nécessaire de la résistance conférée. I] faut non 
seulement de l’antitoxine, mais encore assez d’antitoxine. 

Le cheval 5 a recu une seule injection de 10 cent. cubes 

d’anatoxine. Il est mort de tétanos aigu 4 la suite de l’épreuve 
de l’écharde. Or, son sérum ne renfermait pas d’antitoxine, ou 
il en renfermait si peu quelle n’a pu étre mise en évidence 
dans les conditions de notre expérience. Les cobayes, qui ont 
recu les mélanges loxine-sérum, renfermant une demie et une 
dose mortelle, ont présenté des contractures locales et ont suc- 
combé dans les mémes délais que les témoins. 

Ainsi, la vaccination anlifétanique du cheval par de faibles 
doses d’anatoxine améne, chez les vaccinés, la formation d’an- 
titoxine. Cette anlitoxine peut étre non seulement décelée, mais 
encore litrée, 4 une certaine période tout au moins. Le titrage 
sommaire de l’antitoxine nous permet de confirmer nos con- 
clusions antérieures : 

L’injection double vaccine efficacement. 

Liinjection unique vaccine médiocrement. 

Les différences individuelles sont considérables. 

Le titrage de l’antitoxine apparait trés supérieur a tous les 
autres procédés d’appréciation de l’immunité. Il permet notam- 
ment de faire, entre les animaux, des différences que |’écharde 
ne permet pas d’apprécier (exemple chevaux 3 et 4). Il n’a, 
semble-t-il donc, que des avantages, aussi nous pensons que 
cesta lui qu'il faut recourir pour apprécier |immunité dans le 
cas qui nous occupe. 

Du point de vue purement spéculatif, cette expérience sug- 
gere quelques réflexions : on a coutume d’admetire, de fagon 
courante, que l’état d'immunilté peut exisler alors qu'il nous 
est impossible de déceler, par nos moyens évidemment gros- 
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siers, la présence de l’anticorps. En ce qui concerne le tétanos, 
nous pensons qu'il n’y a pas, chez les espéces sensibles, d’im- 
munité aclivement acquise sans anlitoxine humorale aisément 
décelable. Bien mieux, nous constatons que des quantités 
appréciables d’antitoxine n’empéchent pas lorganisme, qui a 
fait les frais de leur production, de rester sensible aux atteintes 
de la maladie. Cette constatation a d’ailleurs été faite 4 maintes 
reprises par ceux qui pratiquent l’hyperimmunisation du che- 
val. tls ont pu remarquer, en effet, l’apparilion du tétanos local 
chez des sujets dont l’organisme renferme cependant de l’anti- 
toxine en quantités relativement abondantes. 

Toutes les fois que nous avons recherché l’antitoxine chez 
des animaux vaccinés (cobayes ou chevaux), nous n’avons eu 
aucune peine & la mettre eu évidence lorsque ces sujets possé- 
daient l’immunité. ’ 

Aussi retiendrons-nous, pour le moment du moins, les seules 
modifications humorales comme révélatrices de l’état d’im- 
munilé. 


4° QUANTITE D’ANATOXINE NECESSAIRE A L’ETABLISSEMENT 
DE L’IMMUNITE. 


La vaccination antitétanique du cheval étant établie, pen- 
sons-nous, dans son principe, il nous reste & déterminer quelles 
sont les doses d’anatoxine nécessaires et suffisantes pour pro- 
duire Vimmunité recherchée. Il est évident qu’il y a intérét, 
pour rendre le procédé commode et acceptable, & réduire autant 
que possible le volume d’anatoxine employée. 

Nous avons pu, par lexpérience que nous allons rapporter, 
nous rendre comple que les doses vaccinantes peuvent encore 
étre réduites. Nous avons constaté, en outre, une fois de plus, 
linfériorité des résultats obtenus par l’injection unique (tout 
ceci ne valant, bien entendu, que pour l’anatoxine injectée et 
telle que nous avons définie). Ce qui importe, c’est bien plutét 
la répétition des injections, que la quantité absolue d’ana- 
toxine injeclée : 

Neuf chevaux ont été préparés de la facon suivante : 

Deux chevaux, 7 et 8, regoivent une injection de 415 cent. 
cubes d’analoxine 
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Deux chevaux, 9 et 70, regoivent une injection de 10 cent. 
cubes d’anatoxine. 

Deux chevaux, 77 et 72, recoivent une injection de 5 cent. 
cubes d’anatoxine. 

Trois chevaux, 73, 14 et 15, recoivent chacun deux injec- 
tions de 5 cent. cubes d’anatoxine, un intervalle de vingt jours 
ayanl é6lé ménagé entre ces deux interventions. 

Ces neuf chevaux ont été saignés : 7, 8,9, 10, 1/ et 12, cing 
semaines aprés la date & laquelle ils ont élé injectés; 73, 14 
et 75, deux semaines aprés la deuxiéme injection. Nous avons, 
dans les sérums obtenus, recherché la présence de l’antitoxine 
en opérant de la facon suivante : 

Chaque sérum est mélangé, a la dose fixe et uniforme de 
3 cent. cubes, & des quantités variables de toxine tétanique : 
un cinguiéme, une demie, une, deux doses mortelles. Les 
mélanges, apres trente minules de contact a la température 
du laboratoire, sont injectés a des cobayes de 300 grammes. 
fn méme temps, des cobayes témoins recoivent des doses 
correspondantes de loxine. Ces témoins présentent du tétanos 
local aprés quarante-huit heures d’incubation pour un cin- 
quiéme et une demi-dose mortelle; aprés vingt-quatre heures, 
pour une et deux doses mortelles. Chez ces derniers, la mort 
survient en quatre jours pour deux doses mortelies; en cing 
jours pour une dose mortelle. 

L’observation des cobayes qui recoivent les mélanges toxine- 
ssrum montre que l'antiloxine est présente, et en notables 
quantités, chez les chevaux 13, 14 et 15, qui recurent deux 
injections de 5 cent. cubes d’anatoxine. Elle fait défaut chez 
ceux gui ne recurent qu'une seule injection, quelle que soil la 
dose d’anatoxine injectée. A peine en trouve-t-on des traces 
chez deux d’entre eux seulement, 7 et 7/, dont le sérum, a la 
dose de 3 cent. cubes, ne neutralise qu’un cinquiéme de dose 
mortelle. Les sérums /3 et 75, employés a Ja méme dose, neu- 
tralisenl complétement une dose mortelle; le mélange renfer- 
mant deux doses mortelles est encore toxique et morte! pour le 
cobaye. 3 cent. cubes du sérum 74% neutralisent parfaitement 
deux doses mortelles ; le mélange injecté au cobaye ne donne 
iéme pas de tétanos local. 

Nous ne pouyons dire, en l'état de nos recherches, si des doses 
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encore inférieures d’anatoxine, telles que 2, puis 5 cent. cubes, 
par exemple, permettraient d’atteindre des résultats satisfai- 
sants. Répétons encore cependant que nos résultats ne valent 
qu’en fonction da pouvoir antigene de l'anatoxine employée. 
Tout laisse supposer que des résultats encore plus démonstra- 
tifs seraient atteints, si des toxines beaucoup plus actives étaient 
utilisées dans la préparation des anatoxines. 


5° Durie DE L IMMUNITE. 


On aldmet que les méthodes courantes de vaccination con- 
ferent, d'une facon générale, une immunité d'une durée pra- 
tique d’un an. Il nous est indispensable de rechercher quelle 
est la durée de limmunité conférée au cheval par l’anatoxine 
tétanique. Bien que nous n’ayons pu contrdler si celte immu- 
nité va jusqu’a !a durée d’un an, nous sommes en mesure 
cependant d’apporter quelques précisions a ce sujet. 

Nous savons déja, et c’est d’ailleurs la une notion courante, 
que l'immunité antitétanique est assez lente & apparaitre en 
général. Si certains antigénes provoquent tres rapidement 
lapparition d’anticorps chez le cheval, si notamment l’ana- 
toxine diphtérique est susceptible, ainsi que l’a montré 
Ramon (4), d’amener chez le cheval la production de quantités 
trés considérables d’antitoxine en quelques jours, voire méme 
en quelques heures, nous n’avons pu, pour notre part, obtenir 
rien d’approchant avec l’anatoxine tétanique. Des doses 
6normes d’anatoxine, allant de 200 a 300 cent. cubes, n’ont 
pas amené, chez le cheval, la production d’antitoxine déce- 
lable avant un délai variant de quinze & dix-sept jours. Aussi, 
actuellement, et avec les anligénes dont nous disposons, nous 
pensons que ce temps ne peut guére étre réduit. Nous avons 
noté, au cours de ce travail, que Vimmunité peut étre consti- 
tuée chez le cheval en quatorze jours, et qu'elle est satisfai- 
sante en trois semaines, délais qui, nous l’avons fait remarquer, 
sont sensiblement égauxad ceux que nécessitentles vaccinations 
courantes comportant deux interventions. Cette immunité déja 
solide en quelques jours semble, si nous nous en rapportons 


(1) Ramon. Ges Annales, 39, p. 3. 
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i des expériences faites sur le cobaye, s’accrvitre en fonction 
du temps. C’est ainsi que, chez les sujets de cette espece, elle 
ne cesse de se renforcer pendant trois mois au moins aprés une 
injection d’anatoxine. 

La lenteur avec laquelle s’établit, puis s’accroit l'immunité 
contre le tétanos permet d’espérer qu'elle n’est pas inférieure, 
en durée, & celle que déterminent les vaccinations couramment 
pratiquées. 

Considérons trois chevaux, 73, 74 et 75, qui ont fait l’objet 
d'une étude antérieure. Ces trois sujets avaient, deux semaines 
apres la deuxiéme injection d’anatoxine, des quantités notables 
d’antitoxine dans leur sérum. Actuellement, aprés plus de 
quatre mois, les propriétés antitoxiques de leur sérum ne se 
sont aucunement affaiblies. 

Antérieurement déji, nous avions pu nous rendre compte que 
des chevaux, qui avaient, dans le méme délai de quatre mois, 
résisté a l’épreuve del’écharde, présentaient concurremment de 
Vantitoxine dans leur sérum. Tous les survivants de cette expé- 
rience ont été conservés. Actuellement, aprés plus de huit 
mois, leur sérum se révéle encore nettement antitoxique. Nous 
ne pouvons toutefois faire fond sur cette derniére expérience, 
elle ne peut étre acceptée que sous réserves. Ges chevaux, en 
effet, ont tous été éprouvés par une écharde, et cette épreuve 
est, nous avons fait remarquer, de nature 4 modifier leur état 
humoral. L’écharde a pu contribuer & accroitre, ou tout au 
moins & entretenir leur immunité. Nous espérons cependant 
que le temps nous permettra de poser les conclusions que nous 
ne sommes pas en mesure d’apporter aujourd'hui en ce qui con- 
cerne la durée de l’immunité. 


Ces recherches, encore a leur début, nous portent a penser 
que la vaccination antilétanique active du cheval par l’ana- 
toxine et éventuellement celle de certaines autres espéces 
domestiques, pourront entrer dans le domaine pratique de la 
prophylaxie du tétanos. Nous nous efforcerons, en ce qui nous 
concerne, d’en préciser la technique, les indications et les 
avantages. Seuls de larges essais, que nous nous proposons de 
réaliser, nous permettront de mener a bien une telle entre- 


prise. 
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RECHERCHES 
SUR LES COCCIDIES ET LES COCCIDIOSES DU LAPIN (!) 


par Ca. PERARD. 


(Institut Pasteur, Laboratoire de Protozoologie.) 


Il. — CONTRIBUTION A L'ETUDE DE LA BIOLOGIE 
DES OOCYSTES DE COCCIDIES 


Les coccidioses naturelles sont trés répandues. A peu pres 
tous les jeunes lapins et la plupart des adultes sont porleurs de 
kystes qui, apres évolution dans le milieu extérieur, assurent 
Yinfection des lapereaux neufs. L’infection s’entretient dans les 
clapiers, et l'on assiste, de temps 4 autre, a de véritables épi- 
zooties qui entrainent la mort de portées entiéres, et finissent 
par ruiner les élevages. 

Apres avoir éludié ces maladies et leurs agents, il m’a paru 
utile de rechercher quels sont les meilleurs moyens & employer 
pour les éviter. On sait comment se présente le probleme. Il 
consiste & briser en un point quelconque le cercle de l’évolu- 
tion des parasites. Ce cycle se divise en deux phases : une phase 
interne, dans les tissus de l’animal sensible chez lequel le 
parasite produit la maladie (schizogonie aboutissant a la gamo- 
gonie); une phase externe (sporogonie) pendant laquelle le 
parasite est accessible sous sa forme doocyste. 

Quel est le moment le plus favorable pour détruire le para- 
site? On pourrait croire que celui-ci est plus fragile et plus 
facile & atteindre dans le corps du malade quand il n’est pro- 
tégé que par l’enveloppe des cellules épithéliales parasitées, ou 
quand, au moment de la désagrégation du schizonte, le jeune 


x 
« 


mérozoite nu, & la recherche d’une nouvelle cellule a parasiter, 


(1) La premiére partie de ce travail, dont l'ensemble a constitué une 
These pour le Doctorat vélérinaire, soutenue le 4 avril 1925 devant la Faculté 
de Médecine de Paris, a paru dans ces Annales, 38, novembre 1924, p. 953. 
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se trouve pendant quelques instants sans protection dans la 
lumiére d’un canal (intestin ou conduits biliaires). I] n’en est 
rien. Tous les auteurs sont d’accord sur le peu d’efficacité des 
« traitements » destinés a tuer le parasite in vivo. Les médica- 
ments, du moins ceux préconisés jusqu’é ce jour, semblent 
bien plutdt agir sur les lissus de hote comme toniques ou 
astringents, que comme parasiticides. L’expérience montre que, 
méme dans les infections expérimentales souvent massives, on 
oblient de bien meilleurs résultats par l'emploi de précautions 
hygiéniques destinées 4 empécher les surinfections au cours de 
l’évolution de la maladie, qu’en administrant des médicaments. , 

Pour que la prophylaxie soit efficace, il faut qu’elle repose 
sur une connaissance suffisante de Ja biologie des coccidies 
dans le milieu extérieur et de la valeur des moyens de des!ruc- 
tion des oocystes. On sait comment évoluent les oocystes dans 
le milieu extérieur. On sait aussi que, pour que la segmenta- 
tion se produise, il faut 4 loocyste de lbumidité, de la chaleur 
et une aération convenables. Mais, sur un cerlain nombre de 
points, nos connaissances sont encore imprécises. C’est ainsi 
que certains auteurs indiguent comme possible la conlamina- 
tion par les poussiéres d’excréments parasités desséchés; que, 
au sujet de la destruction des oocystes, d autres recommandent 
la désinfection a acide sulfurique dilué ou a lacide phénique, 
et le sulfatage des paturages. 

Nous verrons, au cours de la présente étude, qui a pour but 
de préciser certains points de la biologie des coceidies servant 
de base & la prophylaxie des coccidioses, que ces nolions sont 
erronées. 


A. — ErvubE DES CONDITIONS NECESSAIRES A LA SPORULATION. 


On sait que pour étre infectants les oocystes doivent étre 
complétement segmentés, c’est-a-dire contenir des sporozoites. 
Cette segmentation demande, pour s'effectuer, un temps plus 
ou moins long suivant l’espéce et aussi suivant le milieu et 
les conditions dans lesquelles se trouvent les oocystes. ly ala 
une « phase négative » dont il est important de préciser la 
durée, car, pendant toute cetle phase, des excréments conta- 
minés pourront rester au contact d’animaux sensibles sans les 
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infecter ou les surinfecter. Si l’on a soin de retirer ces excré- 
ments (ou les animaux) avant la formation des sporozoites, on 
évitera lV infection. 

Nos connaissances sur la durée de la segmentation des 
oocystes manquent de précision. D’aprés Leuckart, la durée de 
Ja période d’incubation de la coccidie du foie et de celle de 
Pintestin serait tres différente. L’évolution d’E. perforans 
demanderait 4 peine autant de jours que celle d’E. stiede exige 
de semaines, c’est-a-dire qu'elle serait environ sept fois plus 
rapide. Rieck a constaté au contraire que cette prétendue diffé- 
rence est fort peu appréciable. C’est également l’avis de Railliet 
et Lucet (1891). 

Dans un récent travail, Reichenow (1921) estime que, sans 
étre aussi considérable que l’avait indiqué Leuckart, la diffé- 
rence de Ja durée de la sporulation des deux espéces de cocci- 
dies du lapin est cependant appréciable. D’aprés lui, dans les 
conditions les plus favorables, la sporulation se termine chez 
E. perforans en quarante-huit heures et chez HE. stiede en 
soixante-dix heures. 

Pour étudier les conditions qui peuyent influer sur la spo- 
rulation (température, humidité, aération, fermentations), je 
me suis servi de différentes espéces d’oocystes d’animaux coc- 
cidiés. Ces expériences paralléles ont porté sur HE. perforans et 
E. sttede du lapin, et pour quelques-unes sur £. falciformis 
de la souris. 

Les excréments fraichement émis — matiéres diarrhéiques 
ou crottes — que l'on écrasait pour lemploi (1) étaient étalés 
en couche mince dans une boite de Petri sur du papier filtre, 
recouverts d’environ 5 millimétres d’une solution d’acide chro- 
mique 2 1 p. 100 et maintenus en chambre humide pendant 
toute la durée de l’expérience. Pour EF. stiedz, j'ai utilisé a la 


(1) Quand on opére avec des croltes, quelle que soit lespéce doocyste en 
cause, il convient d’éviter une cause d’erreur qui peut expliquer, pour une 
part, les différences dans la durée de la sporulation observées par certains 
auteurs pour un méme parasite. Si l’on se. borne a prélever les crottes, 
méme fraiches en apparence, dans la cage de Vanimal, on peut recueillir 
des exeréments émis depuis plusieurs heures, et on manque de base précise 
pour le point de départ de la segmentation. II est indispensable de n’em- 
ployer que des crottes fraichement émises. Pour le lapin, il est généralement 
facile de se procurer une crotte fraiche par pression du rectum. Pour la 
souris, on place l’animal sur une feuille de papier, sous un couvercle grillagé, 
jusqu’a ce que l’on assiste 4 une défécation. 
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fois des crottes et du contenu de vésicule biliaire de lapins 
morts de coccidiose hépatique, ce qui m’a permis de constater 
que les oocystes prélevés dans la vésicule biliaire se comportent 
de la méme facon que ceux de méme espece éliminés avec les 
excréments. Par conséquent, le séjour prolongé des oocystes 
d’E. stiede dans l’intestin de I’héte n’ajoute rien aux propriétés 
qu’ils possédent dés leur déversement dans le duodénum. Mais 
il y a, parmi les oocystes prélevés directement dans la bile, 
généralement extrémement nombreux, un pourcentage assez 
élevé (au moins 1/4) de parasites qui ne se développent pas et 
que l’on reconnait & ce qu’ils se sont laissé pénétrer par lacide 
chromique, alors que cette proportion est plus faible pour les 
oocystes contenus dans les excréments dans la période d’état 
des infections coccidiennes. 


INeLUENCE DE LA TEMPERATURE. — Quelques expériences. 
typiques au sujet de l’influence de la température sur la durée 
de la segmentation ont été résumées dans le tableau III. Les 
élalts de la segmentation 4 différents moments indiqués dans 
chaque colonne sont les stades les plus avancés observés, méme 
parfois dans un seul oocyste, au moment de l’examen micro- 
scopique des cultures; ils ne signifient pas que tous les oocystes 
étaient au stade indiqué. Ce gui importe, en effet, c'est de con- 
naitre le temps minimum que peut mettre un oocyste a donner 
des sporozoites, dans les conditions les plus favorables, & une 
température déterminée. 

On peut remarquer qu’a 0° C. les oocystes ne se segmentent 
pas. J’ai laissé & cette température des oocystes d’E. perforans 
pendant un mois sans quwils aient subi des modifications. Ils 
n'étaient pas morts puisque, placés ensuile en chambre humide 
a 25°, ils se sont segmentés en trente-six heures comme dés 
parasiles frais. 

Pour les températures plus élevées, Jusqu’’é 38° C., influence 
de la température est trés nette. A la glaciére (5-6°) la segmen- 
tation commence pour les trois especes vers le quatriéme et 
cinquiéme jour (aspect polyédrique de la boule protoplasmique 
centrale). On apercoit des sporozoites & partir de la fin de la 
deuxiéme semaine. 

A la température du laboratoire (18-20°), quelques oocystes 
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d'E. perforans sont mtrs au bout de quarante-huit heures. Pour 
E. stiede el faleiformas, on n’apercoit des sporozoites qu’au 
bout de trois jours (soixante-douze heures). 

A 25° il y a quelques oocystes d’Z. perforans murs au bout 
de trente heures; ce sont, en général, les plus petits qui ne 
montraient pas de micropyle apparent; ceux d’E. falciformis 
sont mars au bout de guarante-huit heures et, pour E. stiede, 
la segmentation est terminée pour quelques-uns 4 Ja soixan- 
tiéme heure. 

A 38° des oocystes dE. perforans et falciformis contiennent 
également des sporozoites au bout de trente heures. Ceux d'&. 
stiede ne se segmentent plus a cette température. 

En résumé, la température favorable & la segmentation va 
de 2° & 38°. L’optimum semble se trouver entre 25° et 30° C. 

La différence de durée de la segmentation des oocystes d’E. 
perforans el VE. stiede est donc nette et peut servir de carac- 
tere distinctif des deux espéces ainsi que l’ont indiqué Leuc- 
kart (1871) et Reichenow (1921). D’aprés mes expériences, dans 
les conditions les plus favorables, un certain nombre de petites 
formes dd’. perforans sont complétement segmentées au bout 
de trente heures, tandis que pour LE. stiedzx les sporozoites ne 
sont formés qu’a ib soixantiéme heure. 

La sporulation des grandes formes d’oocystes d’H. perforans 
a micropyle le plus souvent ouvert (fig. 4) est plus lente que 
celle des pelites formes; sa durée est d’environ quarante-huit 
heures & 25° C. 

Cette différence fournit, en outre, un autre moyen de séparer 
les especes d’oocysles dans les infections mixtes. Si l’on donne 
i de jeunes lapins neufs des cultures en acide chromique aAgées 
de trente & quarante-huit heures, seule l’espéce E. perforans se 
développera. 

Crest & 38° que le temps de segmentation est le plus court 
pour £. perforans ; mais, si l'on continue d observer les oocystes, 
on constate que la segmentation n’est pas générale; une assez 
forte proportion n’arrive pas & maturité et, aprés le troisiame 
jour, la segmentation semble s’arréter. Les sporocystes devien- 
nent sphériques et se rétractent; ils s’entourent d’une mem- 
brane a double contour, épaisse, et leur contenu ne se diffé- 
rencie pas en sporozoites. Cet état de souffrance s’accentue de 


COCCIDIES ET COCCIDIOSES DU LAPIN S44 


jour en jour; un grand nombre d’oocystes meurent et sont 
pénétrés par acide chromique. Sil’on retire ces cultures de 
l'étuve pour les mettre & la température du laboratoire, on 
constate que la segmentation est définitivement arrétée. D’autre 
part, si l'on met des oocystes frais & 40°, on s’apercoit les jours 
suivants quils ne se segmentent pas et qu’ils sont tués par la 
chaleur. La limite de la vitalité des oocystes est donc légere- 
ment supérieure 4 38° pour E. perforans et légérement infé- 
rieure pour FE. stiede. 

Certains auteurs, pour expliquer la non-sporulation des 
oocystes dans le tube digestif de 'hote mammifere, ont pensé 
que la température de ces animaux (37-38°) s’opposait a la 
segmentation. Le fait que les oocystes d’E. perforans peuvent 
se segmenter a l’étuve a 38° montre que cette opinion est 
erronée. 

On peut objecter que la durée du séjour des oocystes dans 
Vintestin n’est peut-étre pas suffisante pour que la segmenta- 
tion ait le temps de se produire. 

L’expérience suivante permet d‘éliminer également cette 
hypothése. On suture l’anus d’un jeune lapin infecté de cocci- 
diose intestinale et dont les crottes contiennent de nomb:1eux 
oocystes. Ce lapin meurt au bout de quarante heures. Sil n’y 
avait qu’une question de température en jeu, on devrait, a ce 
moment, trouver des oocystes déja segmentés dans les excré- 
ments arrétés dans le rectum, puisque ceux-ci ont séjourné dans 
la derniére portion du tube digestif, aux environs de 38°, plus 
de trente heures. L’examen de ces excréments montre quwil 
n'y a dans ces oocystes aucune trace de segmentation. D’autre 
part, ceux-ci ne sont pas morts puisqu’ils se segmenlent a 20°. 
On peut done dire que ce n’est pas la température qui empéche 
la sporulation dans le tube digestif de lhdte vivant. Nous 
verrons plus loin que cette non-segmentation peut ¢tre attribuée 
a l’absence d’oxygéne libre. 


INFLUENCE DE L’aUMIDITS, — Si on abandonne dans le labora- 
toire 2 16-18° une crotte entire sur une feuille séche de buvard, 
au bout de trois jours il n’y a plus trace d’oocysles vivants. 
Ceux-ci se sont desséchés, déformés, plissés; finalement leurs 
parois se sont déchirées et on reconnait & peine leurs cadavres. 
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Les résullals sont identiques, quelle que soit l’espéce d’oocyste 
emplovée. 

Par contre, nous avons vu que, toutes choses égales, en 
chambre humide, les oocystes contenus dans une crotte sont, 
dans le méme temps, & peu prés tous arrivés au stade sporocyste 
el que quelques-uns contiennent méme des sporozoites. 

L’humidité est donc nécessaire pour que l’oocyste puisse 
continuer son évolution dans des condilions de température 
semblables & celles pouvant exister dans Ja nature. 

On peut encore mettre en évidence la nécessité d’un milieu 
aqueux pour les oocystes en soumeltant ceux-ci a laction de 


TasLteau IV. — Influence de l’humidité sur les oocystes. 


[Pourcentage d’oocystes morts dans les excréments privés d'eau 
(de 15 & 380 C.).] 
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(1) Dans une piéce non chauffée. 

(2) Dans une piéce chauffée. 

(3) Suivant l'état @humidité initial des excréments. 
(4) Dans un courant d'air et au soleil. 

(5) Les oocystes restants, méme déformés 


sont encore a 
[aside shea que ode Cs > capables de se segmenter dans 


substances avides d’eau telles que alcool absolu, les cristaux de 
chlorure de sodium, de chlorure de calcium, la glycérine. Au 
bout d'un temps variant de vingt-quatre heures & quatre jours, 
lous les oocystes sont déformés, rétractés ou éclatés. Ils sont 
incapables de se segmenter dans les milieux favorables. ils ont 
done été tués par la déshydratation. 
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A partir de quel moment les oocystes soumis & la dessicca- 
lion cessent-ils de se segmenter? 

Il y a lieu de tenir compte de l'état hygrométrique de l’air et 
de la température ambiante. 

Si on place a 15° des crottes écrasées, riches en oocysles, 
dans un appareil & dessécher contenant de l’acide sulfvrique 
pour absorber Vhumidité, on constate qu’au bout de deux 
heures les parois des oocystes commencent Aa se rétracter; leur 
surface est irréguliére, plus ou moins plissée. 

Les mémes oocystes laissés pendant dix-huit heures dans 
Vatmosphére dépourvue d’humidité de l’appareil a dessécher 
étaient tous morts; on n’a retrouvé que quelques cadayres a 
parois trés rétractées, le plus souvent déchirés et vides. 

Le tableau IV ci-dessus résume quelques autres expériences 
sur le méme sujet. On voit que, & 15-16°, dans un local clos, la 
dessiccation est trés lente : les oocystes ont le temps de se 
segmenter. Au contraire, & partir de 20°, en milieu sec, la 
sporulation des oocystes est impossible : ils sont altérés et 
détruits avant de se segmenter (1). 

I] peut y avoir des différences assez sensibles, suivant 
Pétat d’humidité initial des excréments et suivant que ceux-ci 
sont ou non exposés dircclement au soleil ou dans un courant 
d’air. Dans une expérience ot les excréments diarrhéiques 
avuient 6té étalés en couche mince (1/2 millimétre environ) 
sur papier filtre et exposés dans un courant d’air, au soleil, 
par temps sec, tous les oocystes étaient détruits en une heure. 
Dans ce cas, l’évaporation a été accélérée par l’action du 
vent. 

Dans les conditions naturelles, Vhumidité nécessaire aux 
oocystes se trouve dans les excréments mémes qui sont trés 
souvent ramollis ou diarrhéiques. Lorsque les crottes sont 
dures, j'ai montré dans la premiere partie de ce travail que la 
déshydratation des malades se fait par le moyen de |’excrétion 
urinaire, les animaux étant atteints de polyurie. Les excré- 


(1) Dans toutes ces expériences, la mort des oocystes a été conlrdlée par 
des essais de culture sur acide chromique en chambre humide a 20°. II est 
facile @improviser des chambres humides de grande capacilé. On retourne 
dans un cristallisoir contenant une mince couche d’eau un bocal a saignée 
de 2 litres, sous lequel on empile les boiles de Petri comme des piéces de 
monnaie. 


514 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ments répandus dans les litiéres sont ainsi fréquemment ct 
abundamment remis dans des conditions d’humidité et de cha- 
leur tres favorables & une segmentation rapide (1). S’il leur 
arrive d’étre privés d’humidité, ils ne peuvent se segmenler 
et sont tués par la des siccation. 


INFLUENCE DE L’AbRATION. — Balbiani pensait que les variations 
dans la durée de la sporulation observées par Leuckart pour 
Coc. oviforme et C. perforans tenaient a |’épaisseur plus ou 
moins grande de la couche d’eau qui recouvrait les kystes en 
incubation. Sous une couche d’eau de 2 43 centimetres, ila vu 
la segmentation de la coccidie du foie se produire aprés quinze 
ou vingt jours; sous une couche plus mince ou dans le sable 
humide, elle survenait en deux ou trois jours, et lévolution 
compléte était terminée dans l’espace de dix & quinze jours en 
été. Cette opinion était partagée par Railliet et Lucet. 

De méme, Metzner (1903) attire Pattention sur la nécessité 
d’une bonne aération pour avoir une évolution sporogonique 
rapide. Celle-ci a lieu en soixante heures, dans des conditions 
favorables pour Coccidium cunrculr. (On sait que cet auteur 
croyait & Videntilé des deux espéces et réunissait sous ce nom 
les deux parasites du lapin.) Si laération est mauvaise, ou bien 
si on place les kystes dans l’acide carbonique, l’évolution est 
retardée et peut méme devenir impossible. 

J'ai refait lexpérience de Balbiani en employant un tube a 
essai et une boite de Petri pour obtenir des cultures d’oocystes 
en profondeur et en surface et j’ai constaté exactitude des faits 
annoncés. 

ll est aisé de mettre en évidence la nécessité de lair pour la 
segmentation. Si l’on met en culture des portions de rectum 
ligaturées aux deux extrémités et contenant des crottes cocci- 
diées, on constate que les coccidies ne se segmentent pas. 

On peul observer aussi qu’en ampoules scellées les oocystes 
n'évoluent pas: le contenu fluide du gros intestin d'un lapin 
mort de coccidiose intestinale expérimentale est aspiré dans 
une pipette que l'on scelle 4 la flamme de facon & réaliser des 
ampoules de verre bien pleines de matiéres fécales. Ces am- 


(1) Les oocystes se segmentent trés bien dans l’'urine fraiche, 
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poules sont conservées a 18°. Elles sont ouvertes au bout de 
huit, quatorze, vingt et un jours. On n’observe aucune segmen- 
tation. Les oocystes paraissent étre en bon état et leur nombre 
n’a pas diminué. Placés sur acide chromique, ils se segmentent 
tous en quelques jours. 

Les résultats sont les mémes si, avant la mise en ampoules, 
les excréments sont mélangés a deux parties d’eau longuement 
bouillie pour en chasser lair dissous. Au bout de dix jours, les 
oocystes n’ont pas commencé a se segmenter. Ils sont en bon 
état et vivants, comme le montre leur évolutien ultérieure dans 
Vacide chromique. 

De méme si on recouvre entitrement des crottes fraiches, 
viches en oocystes, d’une mince couche de paraffine, on 
n observe les dix jours suivants, en examinant une crotte 
chaque jour, aucun commencement de segmentation, alors que 
des crottes-!émoins mises dans des conditions habituelles de 
culture ont achevé leur évolution sporogonique. De méme, si 
on place les excréments dans un récipient dont Vair a été rem- 
placé par du gaz d’éclairage, on n’observe pas de segmentation 
au bout de dix jours bien que les oocystes soient encore vivants. 

Il ressort de ces expériences que l’air (il serait sans doute 
plus exact de dire l’oxygéne) est nécessaire pour que les oocystes 
puissent accomplir leur évolulion sporogonique. Mais comment 
agit Voxygene? Sur l’oocyste lui-méme ou bien sur le milieu 
de cullure en empéchant ou contrariant le développement des 
bactéries anaérobies de lintestin qui accompagnent les oocystes 
dans les excréments? C’est cette derniére hypothése qui me 
parait le plus probable. 

En effet, si, dans l’expérience semblable & celle de Balbiani, 
on remplace dans le tube & essai et la boite de Petri l'eau 
ordinaire par une solution a1 p. 100 d’acide chromique dans 
cette méme eau, on constate que les résultats sont différents : 
la rapidité de la segmentation dans les deux récipients est sen- 
siblement égale, quelle que soit l’épaisseur du Jiquide qui 
recouvre les oocystes. Et pourlant, la quantité d’oxygene 
dissous dans le tube i essai n’a pas été augmentée. On a sim- 
plement ajouté un produit qui a joué le role d’antiseptique 
pour les bactéries, mais non, comme nous le verrons plus loin, 
pour les oocystes. 
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Il est aisé de montrer que le développement des cultures 
bactériennes empéche la segmentation des oocystes. Si on 
place des excréments parasités, dans des tubes de bouillon 
ordinaire, de bouillon sous vaseline, de bouillon légérement 
acide sous vaseline, de gélatine, et dans des tubes témoins 
d’acide chromique 41 p. 100 sous vaseline, que l'on mette ces 
milieux a 25° pour favoriser le développement des bactéries de 
l'intestin, on constate qu’au bout de deux, quatre, sept, qua- 
torze, vingt et un jours, les cultures baclériennes sont abon- 
dantes et gu’aucun oocyste ne se segmente. Dans les tubes 
{émoins, au contraire, des oocystes (EL. perforans) sont trouvés 
segmentés dés le deuxiéme jour. On observe en oulre un autre 
fait intéressant : si, & la fin de l’expérience, on éprouve la 
vitalité des oocystes contenus dans les cultures bactériennes, 
on constate qu ils sont morts. 

On peut donc dire que la multiplication des bacléries 
empéche la segmentation. La réaction n’est pas a incriminer, 
bien qu'elle soit devenue alcaline dans tous les milieux ot les 
oocystes n’ont pas évolué. Cette réaction doit étre considérée 
comme la conséqguence de la pullulation des bactéries apportées 
avec les excréments. Et ce qui prouve que le sens de la réaction 
est sans action sur les oocystes, c’est que l’on peut faire seg- 
menter ceux-ci dans une solution étendue de soude presque 
aussi bien que dans un milieu acide. 


AcTIGN DE LA puTREFACTION. — Les expériences ci-dessus vont 
nous aider 4 comprendre ce qui se passe dans une fermenta- 
tion anaérobie intéressante a considérer, la putréfaction. 

Si on laisse se putréfier & diverses températures des intes- 
lins de lapins coccidiés, on observe que : & 5° (glaciére) la 
putréfaction s’opére lentement, et pendant tout le temps que 
les oocystes sont mainlenus dans ces conditions ils ne 
présentent pasla moindre ébauche de segmentation. Au début, 
a peu prés tous les ee sont vivants. A mesure que la 
pulréfaction augmente, la proportion d’ oocystes vivants diminue, 
ct, au bout d’un mois, ils sont a peu prés tous morts. 

A 25° le développement des bactéries de la putréfaction est 
beaucoup plus rapide et, en examinant les oocystes que contient 
le gros inteslin, on s’apercoit que, comme dans la premiére 
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expérience, le nombre de ceux qui ne se développent pas est 
proportionnel 4 V’intensité de la putréfaction, et au bout de 
dix jours il n’en reste plus un seul de vivant & condition que 
Vintestin n’ait pas été ouvert. (Dans les matiéres qui se sont 
écoulées de lintestin, quelques petits oocystes d’E. perforans 
peuvent se segmenter. ) 

De méme, si on laisse des cadavres entiers de lapins coccidiés 
se putréfier 4 18-20°, on constate, au bout de quatorze jours, 
qu’aucun oocyste contenu dans le tube digestif ne s'est 
segmenté. (Les oocystes témoins provenant de crottes du méme 
animal recueillies avant la mort se sont segmentés en qua- 
rante-huit heures.) 

Si on essaie de cultiver ces oocystes, provenaut de milieux 
putréfiés, dans Jes milieux usuels, on constate qu’ils sont morts. 
Or, nous avons vu que, dans un méme temps, |’anaérobiose 
seule empéche la segmentation des oocystes, mais ne les tue 
pas. Il y a donc eu, dans les expériences ci-dessus, un facteur 
de mort qui est apporté par les abondantes cultures bacté- 
riennes et qui ne se développe pas dans les tubes d’acide 
chromique quelle que soit |’épaisseur de la couche de liquide 
employée, que ce liquide soit ou non recouvert d’une couche 
d’huile de vaseline. Ce facteur, qui peut, suivant sa quantité et 
la durée de son action, retarder la segmentation ou amener la 
mort des oocystes, est vraisemblablement constitué par 
les produits de déchets solubles et toxiques des cultures 
bactériennes ou de la putréfaction. Il pénétrerait par osmose 
dans les oocystes, au niveau du micropyle ow il n’existe, quand 
celui-ci est ouvert, qu’une mince membrane retenant le contenu 
de la cellule. Cette hypothése est renforcée par le fait que ce 
sont les petites formes d’Z. perforans, dont le micropyle est le 
plus souvent fermé ou peu apparent, qui résistent le plus 
longtemps dans les cultures et dans les milieux en putréfac- 
tion, et qui, dans les expériences sur la vitalité, se segmentent 
les premictres. On peut remarquer, aussi, que les oocystes morts 
de cette tagon sont gonflés, élargis, et que les parois ne 
touchent plus l’équateur de la boule protoplasmique devenue 
libre & Vintérieur du kyste. 


Action DE LA Lumitre. — Les oocystes se segmentent aussi 
35 
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s re bit 
bien, aussi vite, et en aussi grand nombre dans lobscurité qua 
la lumiére. 


B. — CONSERVATION DES OOCYSTES. 


On sait que les oocystes expulsés avec les excréments ne 
tardent pas A donner des spores. Ils trouvent, en effet, a la 
surface des lititres et du fumier des conditions de température, 
@humidité et d’aération favorables a leur segmentation sans 
qu'il soit nécessaire, comme on l’a cru, quils séjournent dans 
eau. C’est done presque toujours sous la forme d’oocyste 
sporulé, c’est-a-dire prét A donner Vinfection, que se fait la 
conservation du parasite. Il n’y a d’exception que lorsque les 
oocystes sont privés d’air, ou soumis & la putréfaction, ou 
lorsque la température extérieure est trop basse. Les deux pre- 
miéres conditions sont réalisées lorsque l|’on jette & la surface 
des fumiers les intestins de lapins coccidiés ou des cadavres 
entiers d’animaux morts de coccidiose. Nous avons vu que, 
dans ces conditions, les oocystes se conservent sous la forme 
non segmentée, mais cette conservation est de courte durée : 
de quelques jours (& 25°) & un mois environ (2 & 5°) suivant la 
température ef la rapidité de la putréfaction. Si dans cet 
intervalle de temps le contenu intestinal de ces animaux est 
mis 4 jour, Ja segmentation se produit. Passé ces délais, les 
oocystes meurent. De méme, quand la température extérieure 
est voisine de 0°, les oocysles ne se segmentent pas. Ils restent 
en état de vie latente pendant un temps certainement supérieur 
adeux mois et probablement lrés grand a condition dese trouver 
en milieu humide. Mais dans la nature ces conditions de 
température ne se trouvent réalisées que pendant la saison 
dhiver, et c’est sous la forme d’oocystes murs que se fait dordi- 
naire la conservation. 

La limite du temps pendant lequel les oocystes mars 
conserventleur vitalité n’est pas fixée, mais elle est certainement 
supérieure & une année. Notons simplement que Ndller et ses 
collaborateurs (1922) ont constaté que des oocystes de la 
coccidie du mouton conservés en milieu humide sont infec- 
tants au bout de huit mois et demi. J’ai moi-méme conservé 
des oocystes d’E. falciformis pendant quatorze mois. Je posséde 
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en chambre humide des oocystes des deux espéces de coccidies 
du lapin segmentés depuis onze mois, et rien ne fait prévoir 
qu’ils soient a la limite de leur conservation. 

Les conditions d'une bonne conservation sont : a) Vhumidité 
suffisante et constante, obtenue en placant les oocystes sous 
une mince couche de liquide dont on évite l’évaporation par 
l'emploi d’une chambre humide; 6) une température peu 
élevée, toujours inférieure & 38° C. (celle du laboratoire par 
exemple); c) un milieu non nutritif ou défavorable & la culture 
des germes bactériens dont les produils de déchets intoxiquent 
a la longue les oocystes. Cette condition est réalisée expéri- 
mentalement par l’emploi des antiseptiques divers qui servent 
de « milieu » a la culture des oocysles. 


On peut remarquer que, dans les expériences précédentes, 
jai da faire fréquemment une distinction entre les formes 
classiques dE. perforans et les grandes formes de ce méme 
parasite (fig. I[I, n° 1 et fig. IV) que l’on trouve parfois en 
majorité dans certaines infections. Ces grandes formes sont 
moins résistantes et la durée de leur évolution sporogonigue 
est intermédiaire entre celle d’E. perforans et celle dE. stiedev. 
Si on ne considérait que l’aspect des oocystes dans les excré- 
ments fraichement émis, on pourrait les confondre avec ceux 
WE. stiede, et cette confusion a di se produire fréquemment. 
Leur taille, qui est en moyenne de 35 » sur 24, peut atteindre 
celle des oocystes d’E. stiede ; comme ces derniers, ils sont le 
plus souvent colorés en jaune-orange et on trouve une propor- 
tion aussi grande de formes dont le micropyle est largement 
ouvert. Mais ils possédent les deux caractéres de valeur 
absolue qui permettent de les rattacher & FE. perforans : 
présence aprés sporulation d’un reliquat de segmentation libre; 
production exclusive de lésions intestinales. 

Il est probable que cette forme est celle vue par K. A. Bruce 
(1919) en Colombie britannique. S’agit-il d’une nouvelle 
espece comme le croit cet auteur? Je Ja considére plutdt 
comme une simple variété, dérivée d’E. perforans dans des 
conditions indéterminées, peut-élre 4 la suite de la féconda- 
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tion, dans certaines infections mixtes, de macrogamétes 
dE. perforans par des microgamétes d’E. stiede. 

En effet, apres avoir eu de nombreuses infections intestinales 
dans lesquelles je ne trouvais que les formes classiques d’Z. per- 
forans (petite taille, incolores et 4 micropyle non ou peu appa- 
rent), j'ai vu apparaitre un nombre de plus en plus grand de 
formes de grande taille, 8 micropyle ouvert et colorées. Au 
surplus, il est possible que la coloration et la faible résistance 
des oocystes soit liée & l’ouverture du micropyle. Je propose de 
donner aces grandes formes lenom d’E. perforans var. magna, 
et de caractériser cette variété de la facon suivante : « Qocystes 
de 28 & 40 »u sur 20 & 26 », & micropyle le plus souvent large- 
ment ouvert, fréquemment colorés en jaune-orange; possédant 
aprés segmentation un reliquat volumineux, sphérique de 
8a 10». de diamétre, libre parmi les sporocystes qui contiennent 
aussi un petil reliquat de méme nature (fig. IV, n° 5) ». 

L’existence de cette forme est intéressante a connaitre, parce 
quwil est vraisemblable quelle a été la cause dé confusions 
dans la détermination des espéces d'oocystes. 


Ill. — DESTRUCTION DES OOCYSTES 


Les oocystes des coccidies représentent la forme de résis- 
tance dans le milieu extérieur et la forme d’infection du para- 
site. Leur destruction présente donc un grand intérét pratique 
et il est important de connaitre quels sont les meilleurs agents 
destructeurs. 

Les travailleurs qui ont essayé de colorer ces organismes 
par les méthodes cytologiques modernes connaissent les diffi- 
cultés que Von éprouve & faire traverser leurs parois aux fixa- 
teurs et & les colorer sous leur forme non segmentée. Quand 
on fixe au liquide de Bouin (acide picrique, formol, acide acé- 
lique), pendant quelques heures, des oocystes étalés en frottis 
humides et que l’on poursuit la coloration par la méthode clas- 
sique de l'hématoxyline ferrique, on est surpris, au moment 
de la différenciation, de constater que la plupart des oocystes 
sont sortis vivants du fixateur et qu’ils se sont seementés dans 
les temps suivants de la coloration. M. Mesnil avait déja fait aes 
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méme remarque pour des fixateurs & base de sublimé. On 
sait en outre qu’ils se segmentent dans l’acide chromique, 
Pacide phénique (Baranski, 1879), le formol, le bichromate de 
potasse et certaines substances colorantes telles que le bleu de 
méthyléne et la safranine (vy. Wasielewski, 1904), dans l’acide 
sulfurique (Galli-Valerio, 1919). 

Cette trés grande résistance des oocystes aux produits chi- 
miques ne semble pas avoir suffisamment retenu |’attention 
des auteurs qui, & propos de la désinfection dans les coccidioses, 
recommandent l’emploi de substances désinfectantes totalement 
dépourvues d’action nocive sur les oocystes. 


J’étudierai successivement l’action des substances chimiques 
et celle des agents physiques. 

Dans les deux cas, j’ai fait agir les agents, pendant des temps 
variés, sur des oocystes non segmentés; aprés quoi, pour 
juger du résultat, ces oocystes sont placés dans des conditions 
leur permettant de « mirir ». Ceux gui continuent leur évolu- 
tion sporogonique sont restés évidemment vivants. Ceux qui 

.o) 5) 
aprés plusieurs jours de « culture », ne montrent aucune trace 
de segmentation peuvent étre considérés comme morts (1). 


A. — SUBSTANCES CHIMIQUES. 


Les substances chimiques, dont l'étude présente de l’intérét 
au point de vue de leur action sur les oocystes, soit parce que 
ce sont des antiseptiques puissants, soit parce qu’elles sont 
recommandées comme désinfectantes dans les coccidioses, ont 
été classées dans le tableau V. 

L’examen de ce tableau montre leur peu d'action sur les 
oocystes. Ceux-ci accomplissent leur évolution sporogonique 
apres plusieurs jours de contact dans les solutions de perman- 
ganate de potasse & 1 p. 1.000; de formol a 5 p. 100, d’acide 
phénique &5 p. 100, de sublimé a1 p. 1.000, d'eau de Javel 8° a 
20 p. 100, de sulfate de fer & 5 p. 100, de sulfate de cuivre a 
5 p. 100, d’acide sulfurique & 10 p. 1.000, d’acide azotique a 


(1) La plupart des expériences ont été faites avec E. perforans. Quand il 
s’agit d’#. sfiede le nom de ce parasite est indiqué en abrégé (E. st.), 
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Tasteau V. — Action des substances chimiques sur les oocystes (1). 
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(1) Le signe + indique qu'il y a encore des oocystes vivants. Le signe -+-* indique que 
les oocystes se sont segmentés dans la solntion. Le chiftre 0 signifie qu'il n’y a plus 
d'oocystes vivants. 

(2) Environ 9/10 de destruction. 

iB Environ 25 p, 100 de destruction. 

) Environ 9/10 de destruction. 

Les parois sont déformées; les oocystes sont tués par la suite. 
(6) 90 p. 100 de destruction. 

7) 25 p. 100 de destruction. 

8 25 y 100 de destruction. 

9) 90 p. 100 de destruction. 

(10) 25 p. 100 de destruction. 

(4 1} 25 p. 100 de destruction. 


(5) 
6 
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10 p. 1.000, d’acide acétique a 10 p. 1.000, d’acide chlorhydrique 
a 10 p. 1,000, d’acide chromique a 10 p. 1.000, de lessive de 
soude a 10 p. 1.000; dans le lait de chaux, le goudron, l’eau 
oxygénée pure; mélangés & des cristaux de sulfate de fer et de 
sulfate de cuivre. Un séjour dans le formol a 20 p. 100 ou l’acide 
sulfurique 4 20 p. 100 n’alterent la vitalité des oocystes du 
lapin qu’au bout de trois jours. 

Les substances actives, apres un temps de conlact prolongs, 
sont dans l’ordre de valeur : le crésyl, le lysol, l’ammoniaque. 

Dans le crésyl (1) 4 2p. 100, on trouve encore environ 50 p. 100 
d’oocystes vivants aprés deux heures d’action. Il faut trente- 
six heures pour que lous les oocystes soient détruits. Dans les 
solutions & 5 p. 100, le nombre d’oocystes détruits en deux 
heures est plus élevé (environ 90 p. 100); mais les oocystes 
qui ne sont pas alteints sont trés résistants, et ce n’est aussi 
quaprés trente-six heures de séjour dans la solution crésylée 
quils sont incapables de se segmenter. Les oocystes dE. stiede 
et ceux d’E. perforans var. magna sont plus fragiles; ils sont 
tués en douze heures dans le crésyl a 5 p. 100. 

Les résultats sont un peu moins bons pour le lysol. 

Le chlorure de chaux du commerce a donné des résuitats, 
mais, comme pour tous les autres produits en poudre ou en 
cristaux (sulfate de fer, de cuivre, chaux vive), l'expérience-a 
été faite en mélangeant intimement les excréments avec une 
quantité & peu prés égale de désinfectant. C’est une condition 
non réalisable dans la pratique (2). 

I] est & remarquer que les produits recommanilés par diffé- 
rents auteurs : solution d’acide sulfurique pour désinfecter 
les locaux, sulfate de fer pour désinfecter les fumiers et les 
prairies, lait de chaux employé pour blanchir les étables, gou- 
dron pour enduire les soubassements, sont sans valeur : les 
oocystes se développent dans ces solutions ou sous ces enduits. 

Pourquoi des désinfectants énergiques comme ceux expéri- 
mentés sont-ils impuissants contre les oocystes de coccidies? Le 
fait que des produits aussi différents que le formol, le sublimé, 


(1) Marque Jeyes. 
(2) Si l'on se borne a saupoudrer de chlorure de chaux la surface des 
excréments, les oocystes qui ne sont pas en contact avec le produit continuent 


Jeur évyolution. 
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le permanganate de potasse, l’acide phénique, l’eau oxygénée, 
Yeau de Javel, les acides, la soude, etc. produisent exactement 
le méme effet, indique qu’ils agissent par une propriété 
commune qui est sans doute ici leur pouvoir « antiseptique », 
c’est-a-dire leur faculté de détruire les germes bactériens. 

L’exactitude de cette hypothése est démontrée par les expé- 
riences indiquées plus haut sur le développement des oocystes 
en milieux peu aérés ou en milieux de culture nutritifs, ou au 
cours de la putréfaction. Ces antiseptiques n’agissent pas sur 
l’oocyste, mais sur le milieu qu’ils stérilisent. Ils détruisent 
les bactéries dont la multiplication géne ou retarde la sporu- 
lation et finirait par étouffer ou intoxiquer les oocystes. 

Une expérience simple le prouve. Sia une « culture » d’oo- 
cystes en milieu infecté — putréfaction légére, par exemple — 
et encore au stade non segmenté, on ajoute quelques centi- 
métres cubes de formol ou d’acide chromique, on voit, dans 
les jours qui suivent, les oocystes se segmenter rapidement, 
tandis que, dans une « culture» témoin sans antiseptique, les 
oocystes n’évoluent que trés tardivement ou meurent. 

Il est donc certain que les antiseptiques favorisent le déve- 
loppement des coccidies. 

Le crésyl et le lysol font exception. L’action de ces substances 
est lente; mais, aprés avoir détruit les bactéries du milieu, 
elles finissent par tuer les oocystes. Il est probable qu’a la 
longue les produits toxiques de leur solution pénétrent par 
osmose dans l’oocyste au niveau du micropyle, de la méme 
facon que les poisons bactériens dans la putréfaction ou les cul- 
tures en milieux nutritifs. Les oocystes morts ont en effet exac- 
tement le méme aspect: ils sont un peu gonflés, élargis et 
leur boule protoplasmique centrale est libre & lintérieur du 
kyste. 

Les acides forts agissent vraisemblablement de la méme 
fagon que les antiseptiques, c’est-a-dire en empéchant le déve- 
loppement des germes. II est possible que, dans les deux cas, 
ces substances coagulent la surface des enveloppes de l’oocyste 
produisant ainsi une couche de protection pour Yoocyste, ce qui 
expliquerait leur non-pénétration et par suite leur non-toxicité: 
mais il est probable aussi que loocyste vivant intervient acti- 
yement dans cette protection, car dés qu'il est mort il se laisse 
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pénétrer par ces produits, par l’acide chromique, par exemple, 
qui teinte en brun le contenu de l’oocyste. 

Il n’y a aucune différence dans la durée de Ja segmentation, 
pour les divers acides expérimentés en solution a1 p. 100. Les 
acides sulfurique, azotique, chlorhydrique, acétique, agissent 
comme l’acide chromique. L’acide chromique, qui est le plus 
communément employé comme milieu de maturation, a l’avan- 
tage de ne pas étre dangereux & manipuler et de colorer les 
oocystes morts, ce qui donne des indications sur la vitalité des 
cultures avant de les expérimenter sur les lapins. 

Les solutions alcalines sont-elles, comme les solutions des 
acides forts, favorables a la segmentation? 

Nous avons dit plus haut qu'une certaine proportion 
d’oocystes évoluent dans une solution de soude a 410 p. 100. 

Par contre, si la solution alcaline est trés étendue de facgon a 
réaliser un milieu ayant « Valcalinité bactériologique », et si la 
température est élevée (25 & 38°), la segmentation ne se produit 
pas parce gue le milieu favorise la multiplication des bactéries 
apportées avec les excréments coccidiés. 

L’aclion de ’ammoniague est différente de celle de la soude. 
En solution a 10 p. 100, non seulement les oocystes ne se déve- 
loppent pas, mais au bout de vingt-quatre heures ils sont tués 
comme le prouve leur incapacité de se segmenter si on les 
transporte dans l’acide chromique. Ce résultat est intéressant a 
considérer, car il contribue & expliquer le mode d’action des 
fumiers, dans lesquels se produit la fermentation ammoniacale, 
sur les oocystes. Les oocystes ne paraissant pas altérés et, leur 
paroi étant en bon état, il est probable que l’ammoniaque agit 
comme le crésyl et les autres produits toxiques par pénétration 
osmotique 4 travers la mince membrane qui, au niveau du 
micropyle, sépare le contenu de l’oocyste du milieu dans lequel 
celui-ci est plongé. 

En résumé, on peut dire que les antiseptiques n’ont aucune 
valeur comme désinfectants dans les coccidioses; ils ont méme 
linconvénient grave de favoriser le développement et la con- 
servation des parasites, en stérilisant le milieu par destruction 
des germes bactériens qu’il contient. Seuls le crésyl et le lysol 
font preuve d’une certaine efficacité; mais leur action est trop 
lente pour que leur emploi soit pratique et recommandable. 
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B. — AGENTS PHYSIQUES. 


Les agents expérimentés ont été la dessiccation, la chaleur 
seche et humide, et le froid. 

Acrion pp LA pEssiccation. — L’action de la dessiccation seule 
n'est appréciable que jusqu’a 38°, c’est-a-dire dans la zone de 
température ow les oocystes continuent a évoluer quand cette 
condition n’intervient pas. Cette question a été traitée plus 
haut (p. 36) & propos de l’influence de l’humidité sur la segmen- 
tation des oocystes, et nous avons vu combien les oocystes sont 
sensibles a la dessiccaltion, méme aux températures ordinaires. 

Au dela de 38°, l’action de la dessiccation se confond avec 
celle de la chaleur en atmosphére seche. En effet, a partir de 
40°, les oocystes sont tués par la chaleur. On ne peut se rendre 
compte de la part qui revient & chacune d’elles que par compa- 
raison avec l’action de la chaleur humide aux mémes tempé- 
ratures. 


AcTION DE LA CHALEUR sEcHE. — Pour apprécier l’action de 
la chaleur en atmosphére séche, les excréments parasités sont 
placés dans des étuyes de températures variées. La dessiccation 
est évidemment d’autant plus rapide que la température est 
plus élevée et que les excréments sont moins humides, comme 
c’est le cas pour les animaux atteints de polyurie, dont les 
excréments sont formés de crotles séches. 

Les chiffres ci-dessous se rapportent & des excréments 
diarrhéiques étalés en couche mince (4 millimétre environ) sur 
une feuille de papier-filtre. 

A 40°, les excréments sont complement desséchés au bout de 
deux heures et les oocystes sont éclatés. 

A 45°, tous les oocystes sont tués au bout d’une heure et au 
bout de quinze minutes a 55°. 

Quand la dessiccation est complete, on ne trouve plus que 
‘des fragments d’enveloppes difficiles & reconnaitre. La mort se 
produit par éclatement des parois des oocystes et on observe 
tous les degrés de cette altération. L’enveloppe se vide, se 
rétracte et se rompt, expulsant souvent le contenu de l’oocyste 
qui sort soit par l’ouverture micropylaire, soit par une fissure 


_a ee 
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de la paroi. Quand le protoplasme n’est pas expulsé, il se répand 
dans tout l’oocyste et devient vacuolaire; une mince membrane, 
détachée de la face interne de la paroi, s'applique plus ou moins 
étroitement sur lui. On voit parfois, dans le protoplasme, des 
sillons divisant cette masse en 3 ou 4 parties égales. Ces sillons 
sont vraisemblablement le résultat dela dessiccation plulot que 
lébauche d'une segmentation invisible dans les conditions 
normales. 


AcTION DE LA CHALEUR HUMIDE. — Les expériences ont été faites 
avec les mémes excréments que ci-dessus. Ceux-ci étaient mis 
dans des récipients contenant de l’eau et placés a |’étuve, 
jusqu’a 55°. Au-dessus de cette température, les excréments, 
6lalés sur papier-filtre, étaient plongés des temps variables dans 
de eau maintenue & 80° et a 100°. 

Les résultats sont comparables & ceux obtenus avec la 
chaleur séche, et montrent, en général, que les oocystes sont 
extrémement sensibles @ la chaleur. C’est ainsi que, dans l'eau 
bouillante, ils sont détruits en moins de cing secondes et en 
dix secondes dans l’eau & 80°. On peut donc dire que les 
oocystes touchés sont détruits instantanément (1). A 55°, 
80 p. 100 des oocystes sont détruits en vingt minutes; ils sont 
tous tués en une demi-heure. | 

La chaleur humide n’agit pas de la méme facon que la cha- 
leur séche sur les oocystes. Ceux-ci n éclalent pas et, trés sou- 
vent, ils ne sont pas modifiés dans leur aspect. Il faut obliga- 
toirement les soumettre a des cultures d’épreuve pour constater 
quils sont morts et qu’ils se laissent pénétrer par Vacide chro- 
mique qui colore leur protoplasma en brun. 

Quand l’action de la chaleur humide est prolongée ou que 
la température atteint 80°, on observe des altérations des 
oocystes : les parois s’épaississent et se gonflent par places; les 
oocystes semblent recouverts de quelques écailles ou prennent 
un aspect boursouflé caractéristique; le kysle s’élargit; la 
boule protoplasmique n’adhére plus par son équateur aux 


(1) Cette efficacité de l'eau bouillante n’avait pas échappé aux anciens 
auteurs et, dans son Traité des maladies parasitaires (2° édilion), 1892, Neu- 
mMaNN signale ce procédé. Depuis cette époque, la vogue des antiseptiques 
utilisés dans les maladies causées par les bactéries avait fait oublier cette 
méthode économique et vraiment efficace. 
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parois, ou bien éclate, et le protoplasme se répand dans tout 
Voocyste. 


Action pu Froip. — Nous avons vu qu’a 0° C. les oocystes 
conservent leur vitalité un temps indéfini sans se segmenter. 
Que deviennent-ils quand la température est plus basse? J'ai 
étudié sur L. perforans et E. stiedez, dans des crottes écrasées 
ou entiéres, l’action des températures de — 5°, — 10°, — 15°C. 
obtenues au moyen de mélanges réfrigérants. Les résultats sont 
résumés dans le tableau ci-aprés (n° VI). Les crottes écrasées 
étaient placées dans de petits tubes de verre, ce qui peut expli- 
quer Ja moindre proportion d’oocystes détruits qu’a la surface 
des crottes entiéres mises directement au contact du mélange 
réfrigérant. On voit que, dans ce dernier cas, & — 10° C., 
la proportion d’oocystes détruits est de 90 p. 100 pour E. per- 
forans et de 100 p. 100 pour E. stiede et les grandes formes 
WE. perforans qui se montrent toujours plus fragiles. Il n’est 
donc pas douteux que le froid, comme la chaleur, est un agent 
de destruction des oocystes. 


Tasteau VI. — Action du froid sur les oocystes. 
(Pourcentage de destruction) 


I 

B aT: : 

Se ‘ A & CROTTES ENTIERES CROTTES ENTIERES 

c i CROTTES ECRASEES (surracs) (ceNTRE) 

Seed 

iS o E. perforans| EF. stiede |E.perforans| £. stiede |E.perforans| EL. stiede 
0 0 0 0 0 i) 0 

ey 50 75 

— 10 50 75 90 100 50 50 

— 415 80 80 100 100 50 50 


Il est intéressant de remarquer que les oocystes détruits 
sont éclatés comme apres l’action de la dessiccation et celle de 
la chaleur séche, mais ici le processus de destruction est diffé- 
rent : au lieu de se rétracter, loocyste éclate par suite de la 
congélation de son protoplasme, 
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Destruction des oocystes sporulés. 


Malgré la difficulté de conserver du matériel frais, la plus 
grande partie de mes recherches expérimentales a été faite, 
pour des facilités de contréle, avec des oocystes non segmentés. 
Il était possible ainsi de s’assurer, par la mise en culture, que 
les oocystes trailés étaient tués ou étaient restés vivants. Mais 
il ne faut pas perdre de vue que, dans les conditions naturelles, 
en raison de la rapidité relative de la sporulation, les oocystes 
ne restent pas longtemps a l'état non segmenté. La vraie 
forme d’attente est loocyste mir qui ne subit plus de modifi- 
cations Jusqu’a ce qu il soit ingéré par un hote sensible. 

Il était important de savoir si la résistance des oocystes seg- 
mentés, dans lesquels les sporozoites sont doublement protégés 
par Venveloppe générale du kyste et par celle des sporocystes, 
est différente de celle des oocystes fraichement émis. 

I] n’y a plus & tenir compte ici des conditions biologiques 
quiarrétent ou entravent la segmentation, celle-ci étant un fait 
accompli. Nous n’avons done qu’a examiner l’action des sub- 
stances chimiques et celle des agents physiques. 

Pour les substances chimiques, il est évident que celles dans 
lesquelles la sporulation s’accomplil sont sans action nocive 
sur les sporozoites. On peut constater d’ailleurs que les oocystes 
segmentés dans les solulions des produits indiqués dans le 
tableau V sont restés capables d’infecter de jeunes lapins apres 
plusieurs semaines de séjour dans ces solutions. Pour celles 
dans lesquelles la segmentation ne se produit pas (crésyl, lysol, 
ammoniaque) et qui possedent une certaine toxicité pour les 
oocystes frais, l’expérience montre que ces substances chi- 
miques sont encore moins actives sur les oocystes segmentés. 
Apres vingt-quatre heures de séjour dans des solutions de 
crésyl ou de lysol & 5 p. 100 et d’ammoniaque a 10 p. 100, 
plus de la moitié des oocystes segmentés (reportés ensuite dans 
acide chromique) ne se laissent pas pénétrer par ce colorant 
et sont donc restés vivants. Iis ne sont méme pas tous tués 
apres trente-six heures de séjour dans la solution antisep- 
tique. 

Pour les agents physiques dont action a été étudiée sur les 
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oocystes non segmentés, il n’est pas douteux quils peuvent 
également. détruire les oocystes sporulés. 

Nous avons vu que, comme condilion de la conservation des 
oocystes segmentés, il fallait de Vhumidilé. Si !’on néglige, en 
été, de meltre en chambre humide des boites de Petri renfer- 
mant des oocystes sporulés, les excréments qu’elles contiennent 
se desséchent complétement ainsi que les oocystes dont on 
ne trouve plus, au bout de quelques jours, que des fragments 
d’enveloppe. 

L’expérience montre que la résistance des oocystes segmentés 
est plus grande que celle des oovystes non segmentés. A 55° a 
sec, au bout d’un quart d’heure, tous les oocystes sont éclatés. 
Parmi les sporocystes libérés, un petit nombre ne paraissent 
pas abimés et ne se laissent pas pénétrer par l’acide chromique. 
La limite de résistance & la dessiccation, a cette température, 
est donc un peu plus éloignée. Au bout d’une heure & 45°, les 
excréments sont complétement desséchés et on ne trouve plus 
d’oocystes inlacts; des sporocystes sont libres, mais leur paroi 
commence a se rétracter. A 25°, au bout de deux heures, la 
couche mince d’excréments est desséchée; on ne retrouve plus 
d’oocystes. Les quelques sporocystes libres recounaissables ont 
leurs enveloppes plissées. 

Par contre, des oocystes semblables, maintenus & sec entre 
100 et 110° pendant cing minutes, ne paraissent pas allérés. 
Les excréments ne sont pas encore complétement desséchés et 
la plupart des oocystes sont intacts. IL semble donc que la 
dessiccation prolongée, méme a basse température, est plus 
efficace pour détruire les oocystes que l’action de covrte durée 
dune température élevée. 

Il en est de méme pour la chaleur humide. Les oocystes 
sont plus complétement détruits par un séjour de six heures 
dans l’eau & 45° et de deux heures dans |’eau & 55° que par une 
exposition de trente secondes dans leau bouillante qui tue 
certainement les oocystes non segmentés. A cette température 
de 100°, seule l'enveloppe du kyste semble touchée profon- 
dément et, bien que l’enveloppe des sporocystes paraisse étre 
devenue un peu plus épaisse et plus réfringente, le simple 
examen ne permet pas de dire si les sporozoites sont morts. 

Pour juger de la vitalité de ces oocystes sporulés d’E. per fo- 
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rans, apres action de ja chaleur séche ou humide dans les 
conditions indiquées ci-dessus, on les donne en ingestion, a 
forte dose, & des lapins neufs. On constate que ceux traités par 
eau bouillante pendant trenle secondes, par la chaleur séche 
a 110° pendant cinq minutes, et & 45° pendant une heure, 
donnent aux lapins des infections coccidiennes légéres. Tous 
les oocystes n’avaient donc pas été détruits. Par contre, le 
lapin qui avait ingéré des oocystes sporulés soumis a !a des- 
siccation, en couche mince, & 55° pendant une heure, ne s’est 
pas infecté. 

L’action du froid sur les oocystes segmentés est moins netle 
que sur les oocystes frais. Dans des excréments placés dans un 
mélange réfrigérant & — 10° C., un petit nombre seulement 
d’oocystes éclatent, el le lapin, qui ingére les oocystes ainsi 
traités, s'infecte de coccidiose. 

En somme, d'une facon générale, les oocystes segmentés 
sont plus résistants que les oocystes frais. En ce qui concerne 
les agents physiques — dessiccation, chaleur, froid — ils sont 
surtout plus résistants aux actions brusques et de courte durée 
de ces agents. Dans ces cas, l’enveloppe du kyste est le plus 
souvent seule atteinte et un certain nombre de sporozoites 
restent vivants. Mais quand l’action de la dessiccation et de 
la chaleur est prolongée, méme si elle est moins intense, les 
sporozoites sont touchés 4 leur tour et sont détruits. 


* 
x * 


En résumé, les oocystes des coccidies se comportent d'une 
fagon trés différente & l’égard des produits chimiques et des 
agents physiques. 

Dans le premiericas, ils font preuve d’une résistance rare et 
remarquable, continuant leur évolution dans les solutions 
antiseptiques les plus énergiques. Dans le deuxiéme, au 
contraire, ils montrent, vis-a-vis de la dessiccation et de la 
chaleur, une délicatesse, une fragilité extrémes qui permettent 
de les tuer aisément, et qui sont sans aucun doute les causes 
ordinaires de leur destruction dans la nature. 

Cette efficacité des agents physiques est intéressante a con- 
sidérer en raison des applications qu’elle peut recevoir dans la 
prophylaxie des coccidioses. 
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IV. — PROPHYLAXIE DES COCCIDIOSES 


Les expériences qui précédent ont été faites pour la plupart 
avec les oocystes du lapin. La biologie de ceux-ci n’étant pas 
différente de celle des autres especes d’oocystes & parois épaisses, 
tout permet de penser que les résultats obtenus s’appliquent 
aussi aux oocystes des autres mammiféres et des oiseaux. 

Cela nous permet d’envisager d’une facon générale la prophy- 
laxie des coccidioses des animaux domestiques a la Jumiére des 
connaissances précisées au cours du présent travail. 


On sait que l'infection coccidienne est transmise uniquement 
par les oocystes miirs et qu’elle se prend exclusivement par 
ingestion. 

Le but des méthodes de prophylaxie devra donc étre d’empé- 
cher la contamination des aliments en éloignant, des animaux 
sensibles, les oocystes murs (ou inversement) et de détruire les 
oocystes. 


A. — M&rHODES DESTINEES A EMPECHER L’ INGESTION 
DES OOCYSTES MURS. 


J’ai exposé dans un précédent chapitre les précautions qu'il 
convientde prendre pour obtenir des élevages de lapins indemnes 
de coccidiose. On y réussit généralement pendant un temps 
trés court; mais & moins d’opérer en milieu non contaminé, ce 
quiest tout & fait exceptionnel, on ne tarde pas 4 voir apparaitre 
des oocystes dans les excréments des animaux que l'on croyait 
neufs (1). 


(1) On est en droit de se demander si les mouches ne jouent pas un role 
dans le transport des oocystes. Je n’ai fait A ce sujet qu’une expérience avec 
la mouche domestique A qui j’ai fait ingérer des oocystes mélangés ade l'eau 
sucrée. J'ai retrouvé des oocystes intacts dans l’intestin, mais je n’en ai pas 
vu dans les excréments des mouches. Cela ne veut pas dire quils ont été 
détruits. Il y aurait lieu de faire de nouvelles recherches dans cette voie en 
s'adressant de préférence a lespéce de mouche Mydzxa platyptera qui abonde 
au printemps et en été dans les clapiers. Bien que les larves de mouches 
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Les contaminations sont favorisées par la densité des 
animaux dans les cages d’élevage. Plus les portées sont 
nombreuses et la surface réduite, plus la coccidiose est fré- 
quente et grave, car les animaux peuvent se surinfecter plus 
aisément. 

L’idéal serait Visolement individuel dés le sevrage dans des 
cages a fond grillagé de tous les jeunes animaux. Cette mesure, 
applicable an laboratoire, n’est pas recommandable dans 
la pratique, car elle place les jeunes dans des conditions 
hygiéniques et alimentaires peu favorables & leur croissance 
rapide (froid, suppression brusque de l’allaitement mater- 
nel, etc.). 

La prophylaxie individuelle n’étant pas possible, il nous 
faut envisager la protection des lapins, de la méme facon que 
celle des autres animaux domestiques vivant en troupeaux, 
comme une question de prophylaxie collective. 

Nous nous supposerons en milieu contaminé, la prophylaxie 
en milieu sain se réduisant 4 éyiter limportation, dans le 
troupeau ou l’élevage, d’animaux infectés que |’on ne peut 
reconnaitre en dehors des accés de maladie aigué avec symp- 
tomes caractéristiques que par lexamen microscopique des 
excréments. 

L’éloignement des animaux sensibles des oocystes mirs peut 
étre réalisé de différentes facons : 

a) Une premiére méthode consiste & mettre 4 profit la 
période de non-infectiosité des oocystes. Connaissant la durée 
minima de la segmentation des oocystes qui est de trente a 
trente-six heures entre 25° et 38° et supérieure 4 quarante-huit 
heures entre 2° et 18° dans les conditions les plus favorables, il 


soient trés nombreuses dans le fumier des cages, il est peu probable qu’elles 
puissent transmettre a linsecte les oocystes quelles ingérent avec le fumier, 
car elles vident leur intestin au cours de la nymphose. Mais il n’est pas 
nécessaire que les oocystes soient ingérés par les larves ni par les insectes 
et rien ne s’oppose a ce que les mouches des clapiers qui visitent alterna- 
tivement les liliéres et les mangeoires des lapins (et en général toutes les 
mouches qui vivent dans les étables et qui se nourrissent des débris orga- 
niques trouyés dans les mangeoires et les liti¢res) transportent d'une facon 
mécanique sous leurs pattes ou leur abdomen des parcelles d’excréments 
parasités. ll semble donc indiqué de prendre toutes mesures efficaces pour 
empécher |’accés des mouches dans les cages d’élevage et les étables et de 
s’efforcer de les détruire au méme titre que les oocystes. La méthode biologique 
indiquée plus loin permet d’obtenir ce double résultat. 


36 
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est indiqué d’enlever les fumiers des animaux tous les jours en 
été et au moins tous les deux jours en hiver. Pour les petits 
animaux (lapins, rats, souris, oiseaux) qui vivent en cages dont 
la superficie n’est jamais considérable et qui peuvent conserver 
sous leurs pattes des parcelles d’excréments parasilés suscep- 
tibles de souiller les aliments, il est préférable d’adopter des 
dispositifs assurant la séparation automatique des excréments 
aussitot aprés leur émission et permettant de supprimer la 
litiére. Ces dispositifs peuvent étre réalisés de différentes 
facons : double fond grillagé & mailles permettant le passage 
des crottes, plancher recouvert de claies ou formé de lames de 
bois assez écartées pour laisser passer les excréments, comme 
en emploient Remlinger et Bel (1924). Pour la facilité de la 
désinfection, les doubles fonds métalliques amovibles sont préfé- 
rables (1). Ils devront pouvoir se placer sur un plancher trés 
incliné (servant de toi!, par exemple, & la cage sous-jacente) de 
facon & assurer | écoulement des urines et des excréments du 
coté opposé a celui ot se fait l’administration des aliments. 
Ceux-ci devraient étre donnés dans des rateliers ex'érieurs a la 
cage et ot la téte seule des animaux aurait acces au moyen 
d‘ouvertures de largeur variable. 

Pour les grands animaux attachés individuellement & une 
mangeoire, les chances de contamination et de surinfection sont 
d'autant plus réduites qu'il est plus difficile aux excréments de 
souiller les aliments et aux animaux de manger la partie des 
litiéres souillées par leurs déjections ou celles de leurs voisins. 
Un dispositif tres recommandable & ce sujet el fréquemment 
employé pour les bovidés est celui qui consiste & placer les 
auges et rateliers dans un couloir de distribution séparé de 
'étable proprement dite et communiquant avec celle-ci par 
des ouvertures rectangulaires de largeur suffisante pour per- 
mettre & chaque animal de passer sa téte et son encolure. 

On pourrait imaginer un dispositif analogue pour les mou- 
tons dans les troupeaux ot sévit la coccidiose, car il est pro- 


(1) Les méres ne font pas volontiers leur nid sur de tels planchers. Dans 
les cages d’élevage de lapins, on disposera a l’abri du vent et de la lumiére 
vive un plateau ou une corbeille basse en osier. garnis de paille ou de 
coton dans lesquels les méres feront leur nid. Pour les rats et les souris, il 
est indispensable également de prévoir un nid semblable garni de coton. 
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hable que la contamination se fait d’abord a /’étable avant la 
mise au pditurage (Spiegl) et se continue dans les prairies 
humides ot les oocystes sont placés dans de bonnes conditions 
d’évolution et de conservation. 

6) Un autre procédé consiste & faire l’opération inverse, c’est- 
a-dire & laisser les excréments parasités a l’endroit ou ils sont 
tombés et & en éloigner les animaux sensibles avant que les 
oocystes soient compléetement segmentés et jusqu’a ce qu’ils 
soient détruits. On peut obtenir ce résultat en déplacant fré- 
quemment les troupeaux. Pour les moutons, chez lesquels la 
durée de sporulation des oocystes est de trente-cing heures, on 
leur donnera & paitre chaque jour une nouvelle parcelle de 
paturage. Les animaux ne peuvent ainsi ingérer que les oocystes 
émis depuis moins de vingt-quatre heures, c’est-’-dire non 
infectieux. C’est une méthode analogue & celle dite de « la 
rotation des paturages », employée dans la prophylaxie des 
piroplasmoses. Ici les données sont plus simples, mais moins 
précises. car on ne connait pas, comme pour chaque espéce de 
tiques, la durée maxima de la résistance du parasite. Le temps 
de vilalité des oocystes dans les paturages varie avec la tem- 
pérature et surtout |’état d’humidité dans lequel ils se trouvent. 
Il n’est pas douteux qu/au printemps, dans l’herbe verte et 
humide, les oocystes peuvent se conserver un certain temps en 
bon état, mais, sachant que la chaleur et la dessiccation les 
détruisent aisément, on peut admettre qu’ils ne résistent pas a 
la sécheresse de | été. 

c) Un troisiéme procédé, dont l'efficacité peut étre expliquée 
par la mise a profit a la fois de la phase négative des oocystes 
non segmentés et de la destruction des oocystes par dessiccation 
a la température ordinaire, est celui déja ulilisé par Rivolta et 
Delprato (1881) dans la coccidiose des canaris produite par 
Isospora lucazer. Il a été employé avec succés par Spiegl dans 
la coccidiose de ’agneau. Il faut disposer de deux étables que 
Yon fait alterner toutes les vingt-quatre heures pendant une 
quinzaine de jours (1). Chaque jour, l’étable non occupée est 
nettoyée & sec par grattage et balayage. Une épizootie de 
coccidiose a pu élre enrayée de la sorte en quatorze jours. 


(1) On pourrait aussi parlager en deux parties, au moyen dune séparation 
provisoire, une étable assez grande. 
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B. — D&tstvrection. 


La destruction de l’agent d’infection comprend la suppression 
de la source des oocystes et la désinfection proprement dite. 


a) LA SUPPRESSION DE LA sOURCE Du virus, par l’'abatage des 
malades, a été préconisée pour les coccidies du lapin par un 
auteur allemand, Sustmann (1917). Celte mesure ne serait 
efficace que si elle était étendue aux adultes porteurs de germes, 
c’est-a-dire, le plus souvent, a tout l’effectif de tous les clapiers. 
Dans l'état actuel de l’extension de la maladie, il faudrait sacri- 
fier toute Pespéce Lepus domesticus et l’on n’aurait pas la salis- 
faction d’avoir détruit les especes de coccidies du lapin, car il 
resterait encore les lapins de garenne qui hébergent vraisem- 
blablement les mémes parasites. Cette méthode, trop radicale, 
n'est donc pas applicable sous cette forme. Elle n’est & envisager 
que dans certaines circonstances, par exemple au moment de 
Vintroduction de Ja maladie dans un troupeau jusque-la 
indemne, si l’infection est reconnue avant qu'un grand nombre 
d’animaux soient contaminés. Au début, les animaux sont 
encore en bon état et peuvent étre utilisés pour la boucherie. 

Le plus souvent, il y aura lieu de se borner 4 isoler les 
malades. 


6) La pisinrection a pour but la destruction des formes de 
résistance et d’infeclion du parasite, c’est-a-dire des oocystes 
murs ou non (car ces derniers ne tarderont pas & étre eux-mémes 
sporulés). 

Ces oocystes sont disséminés dans le milieu extérieur avec 
les excréments des malades. Leur destruction consiste donc & 
« désinfecter » ces excréments partout ou ils se trouvent 
(litiéres, fumiers, paturages, cours, passages, etc.), ainsi que les 
locaux, cages, objets, souillés par eux. 

Il y a lieu denvisager aussi la destruction des oocystes con- 
tenus dans Vintestin des animaux morts ou sacrifiés. 

Dans le choix des méthodes de désinfection, il y a lieu 
d’éliminer entiérement l’emploi des substances chimiques qui 
sont, ainsi qu’on l’a yu, sans aucune valeur pour la destruction 
des oocystes. 
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La désinfection des litiéres pourrait étre réalisée par la chaleur 
en arrosant les fumiers frais d’eau bouillante; la température 
de celle-ci baisse au contact des litires, mais nous avons vu 
que, méme & 80°, les oocystes non sporulés sont détruits 
presque instantanément. C’est une opération peu pratique. Le 
procédé qui me parail le plus recommandable est la méthode bio- 
thermique imaginée par Roubaud (1915) pour détruire les ceufs 
de la mouche domestique dans les tas de fumier. Cet auteur a 
montré que la température des fumiers peut atteindre de 70° C. 
a 90° C. dans le centre du tas. Voici en quoi consiste cette 
méthode : « On peut utiliser la chaleur de fermentation d’un 
tas de fumier pour la destruction des larves qu'il contient. La 
larve de la mouche domestique, soumise daas le fumier & 50° C. 
de température, a l’abri des gaz de fermentation, meurt en 
trois minutes. Au contact direct des gaz, elle est tuée en 
une minute a 51°C. ; elle meurt en cing & sept secondes 459°C. ; 
a 60°C. en quatre & cing secondes. Lorsque l'on remanie un tas 
de fumier, les larves qui tombent au contact des parties chaudes 
de Vintérieur sont tuées instantanément. Un brassage total, 
pratiqué dés le lendemain du dépot et renouvelé les deux jours 
qui suivent, fait disparaitre 90 p. 100 des larves. 

L’opération est rendue beaucoup plus efficace et plus facile 
si, au lieu d'attendre que le tas de fumier infesté ait produit 
lui-méme la température nécessaire, on le traite directement 
au sortir de l’écurie par la chaleur de fermentation d'un las 
préexistant (tas de la veille ou de la semaine). Pour cela, au 
lieu de déposer simplement l’apport nouveau la surface du tas 
comme il est fait d’ordinaire, on l’enfouira au contact des 
parties chaudes en le recouvrant complétement sur toutes les 
surfaces d’une couche de 20 centimétres de fumier chaud. La 
chaleur sous-jacente se communique rapidement a la masse 
fraiche, dont elle stérilise les ceufs, qu'elle renferme en quantités 
énormes, avant qu’ils aient pu se développer. 

Kin acti ou cing heures, l’'apport nouveau peut dtre consi- 
déré comme entiérement débarrassé des ceufs et larves qui 
auraient di s’y développer par milliers. 

Cette méthode biologique de délarvisation par la chaleur 
équivaut, ensomme, aun chauffage accéléré et total a 50-60° C., 
du fumier frais, effectué sans aucune dépense dappareil ni de 
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combustible. Elle est 4 la portée de tous et ne nécessite qu'une 
éducation trés simple du personnel. Dans la pratique, la masse 
de fermentation qui fournira la température nécessaire doit éire 
environ huit fois celle du fumier & trailer. Dés le lendemain, 
celui-ci peut étre utilisé & son tour comme source thermique. 

Roubaud recommande le fumier de cheval qui dégage plus 
de chaleur et qui existe généralement en assez grande quantité 
pour former des tas volumineux dans lesquels la fermentation 
est plus active et plus prolongée. Les oocystes étant tres sen- 
sibles & la chaleur, puisqu’ils sont tués & partir de 40°, il n’est 
pas douteux que cette méthode est efficace, et quen méme 
temps que les wufs et larves de mouches elle peut détruire les 
oocystes. Elle est d’autant plus efficace que, dans le cas parti- 
culier, 4 l’action de Ja chaleur vient s’ajouter laction de 
VYammoniaque et celle des autres produits de la fermentation 
qui, ainsi qu’on l’a vu, sont loxiques pour les oocystes. 

Dans une note ultérieure, Roubaud (1915, n° 2) a montré 
que cette méthode peut étre encore simplifiée s’il s’agit de 
fumier n’ayant pas plus de vingt-quatre heures de séjour & 
Vécurie, c’est-a-dire de fumier renouvelé tous les jours 
(comme on doit le faire, ainsi que je l’ai dit plus haut dans les 
étables ot sévit la coccidiose). Au lieu d’enfouir l’apport nou- 
veau a l’intérieur du tas en fermentation, il suffit de le déposer 
a la surface, dans une légére dépression pratiquée vers le 
milieu du tas ott la chaleur est la plus élevée. Par ce procédé 
trés simple, la chaleur de fermentation s’étend rapidement & la 
masse fraiche. Pour la destruction des oocystes seuls, qui sont 
plus sensibles 4 la chaleur que les larves et ceufs de mouche, il 
est probable que le simple entassement régulier du fumier 
suffit, & condition de recouvrir chaque jour le fumier de la 
veille et de le laisser fermenter un temps suffisant. 

Pour la désinfection des pdturages, certains auteurs recom- 
mandent le sulfatage. Nous avons vu que les oocystes se seg 
mentent dans des solutions de sulfate de fer et de sulfate de 
cuivre, et que méme les cristaux de ces sels n’empéchent pas 
la sporulation. C’est done un procédé & abandonner. Dans les 
conditions naturelles, la destruction des oocystes est certaine- 
ment effectuée par l’action de la sécheresse et de la chaleur. Il 
est done indiqué de favoriser l’action de ces agents naturels en 
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fauchant en été, au moment des foins, l’herbe des paturages 
infestés que l’on aura laissée pousser apres le passage des ani- 
maux coccidiés. Les oocystes pourront étre ainsi plus facile- 
ment touchés par la dessiccation et, apres quelques jours de 
sécheresse et de chaleur estivale, il est probable qu’ils seront 
détruits. Le foin, récolté dans les paturages infestés et rentré 
bien sec, peut étre consommé sans inconvénient par tous les 
animaux. 

Pour la désinfection des locaux, cages et objets souillés par 
les excréments parasités, on donnera la préférence a leau 
bouillante ou & la chaleur séche. Quand la disposition des 
locaux s’y préle, ce dernier procédé, d'une efficacité certaine, 
est d’un emploi facile. Aprés avoir enlevé les liliéres et les 
excréments, gratté les parties souillées et balayé le sol, il 
suffit de maintenir dans le local, par exemple au moyen de 
poéles ou de braseros, une température supérieure a 25° C. 
pendant au moins vingt-quatre heures pour que les oocystes 
soient détruits par dessiccation. Si- les locaux ne sont pas 
suffisamment clos pour que ce procédé puisse étre employé, 
une large ventilation et l’exposition au soleil faciliteront la 
dessiccation. La désinfection des objets métalliques (planchers 
amovibles des cages, etc.) pourra étre effectuée plus rapidement 
par le flambage ou le séjour, pendant une nuit par exemple, 
dans un four ou une chambre chaude. 

En été, tout le matériel déplacable (cages, planchers, auges, 
rateliers, etc.) sera avantageusement exposé au soleil aprés 
nettoyage a sec. 

Pour la construction des clapiers en plein air, on donnera la 
préférence a l’exposition au midi. 

La désinfection des cours et passages fréquentés par les trou- 
peaux infeclés consiste dans le nettoyage a sec : balayage et 
enlévement des excréments. Souvent, pour les troupeaux de 
moutons notamment, qui empruntent chaque jour le méme 
chemin pour rejoindre leur étable, cette précaution est 
négligée; les animaux et le personnel transportent sous leurs 
pieds ou leurs chaussures des parcelles d’excréments iniectés. 
Hl y a la une cause de diffusion de la maladie qui n’est pas 
négligeable. 

La désinfection des cadavres et des intestins des animaux 
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sacrifiés s'opere automatiquement si rien ne vient la contra- 
rier, Nous avons vu que la putréfaction arréte la segmentation 
et détruit finalement les oocystes si ceux-ci restent dans le tube 
digestif. Il y a donc lieu de veiller & ce que Jes cadavres et 
intestins ne soient:pas trainés et ouverts par les chiens. La 
destruction des oocystes sera accélérée par lenfouissement des 
cadavres et inlestins dans les tas de fumier en fermentation. 


CONCLUSIONS 


1° Les oocystes peuvent étre conservés a l'état non seg- 
menté & la glaciére ou au frigorifique entre 0 et 2° C. 

2° Les cultures microbiennes et notamment la putréfaction 
empéchent la segmentation et finissent par tuer les oocystes. 

3° Les oocystes segmentés, maintenus en milieu humide 
non infecté entre 0 et 38° C., peuvent rester vivants pendant un 
temps indéterminé, mais certainement supérieur & un an. 

4° La plupart des substances chimiques employées comme 
désinfeclants n’ont aucune action destructrice sur les oocystes. 
Au contraire, elles favorisent leur évolution et leur conserva- 
tion en stérilisant le milieu par destruction des germes bacté- 
riens qu’il content. 

5° La dessiccation compléte détruit les occystes quelle que 
soit la température. 


6° Les oocystes sont tués par la chaleur au-dessus de 
40° C. 

7° Les oocystes sont également détruits par la congélation. 

8° Les oocystes sporulés sont plus résistants que les oocystes 
non segmentés. Il est donc indiqué, pour la prophylaxie des 
coccidioses, de faire porter les efforts de destruction des oocystes 
sur les kystes fraichement émis, avant que leur résistance soit 
renforcée par la sporulation. 

9° Les résultats obtenus étant plus d’ordre biologique que 
spécifique, tout permet de penser qu’ils s’appliquent également 
aux oocystes des autres coccidies & paroi épaisse. Les données 
qui précédent peuvent donc servir de base & une prophylaxie 
rationnelle des coccidioses des mammiféres et des oiseaux. 
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DE LA VALEUR PRATIQUE DU NEUROVACCIN 


par le Dt GAILLARDO. 


(Travail de Institut Alphonse XUI de Madrid.) 


Le neurovaccin antivariolique de Levaditi et Nicolau est par- 
venu & résoudre le but poursuivi depuis longtemps par les Ins- 
tituls vaccinogénes chargés de la préparation des pulpes vacci- 
nales. Ge but comprend: la virulence, la survie des germes et 
la pureté du vaccin. 

On peut considérer la premiére de ces conditions comme 
résolue, puisque la majorité de ces Inslituts livrent des lymphes 
de grande virulence. La deuxiéme condilion n’est pas toujours 
satisfaite. Les pulpes glycérinées couramment employées per- 
dent facilement une partie de leur activité, bien que conser- 
vées 4 la glaciére. La troisiéme condition n’a jamais été réali- 
sée, malgré |’épuration par la glycérine et les soins pris au 
cours des inoculations. 

Dans notre Institut, grace & initiative du chef du Service, 
M. le D* Yilera, on a pu préparer des lymphes extrémement 
virulentes, par inoculation aux veaux de virus vaccinal cultivé 
dans le testicule du lapin (Noguchi) (plus de quarante passages). 
Ces lymphes se conservent bien pendant plusieurs semaines, a 
une température de 18°-20°; mais & 37°5, leur virulence 
devient, en quarante-huit heures, pratiquement nulle. 

Depuis que nous connaissons les recherches de Levaditi et 
Nicolau sur le neurovaccin, nous y trouvons un champ d’études 
fertile & de nouvelles investigations. J’exposerai dans ce tra- 
vail ce que j'ai fait, ce que j’ai obtenu et les considérations qui 
sen dégagent. 

Levaditi et Nicolau sont partis d’un neurovaccin préparé par 
eux et entretenu par des passages cérébraux réguliers. Nous 
nous sommes servi d’un virus testiculaire, avec lequel nous 
avions déja obtenu de bons résultats dans Ja vaccination des 
veaux. Nous avons effectué toutes nos expériences en vue de 
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l'utilisation possible du neurovaccin dans la pratique courante. 
Voici notre mode de procéder : 

Un lapin est inoculé dans le testicule avec un virus ayant 
déja subi un passage testiculaire antérieur; on extirpe le testi- 
cule avec les précautions habituelles, et on le recueille dans une 
boite de Pétri. Nous le divisons en trois portions: la plus grande, 
que nous introduisons dans un tube contenant de la glycérine, 
et deux autres portions plus petites, que nous conservons dans 
des tubes remplis d’une solution saline et de bouillon ordinaire. 
Placé a 37°, Je bouillon reste stérile. Nous retirons alors de la 
elaciére le tube de solution saline et, apres l’avoir fortement 
agité, nous en remplissons une seringue préte pour la premiere 
inoculation intracérébrale. 


La technique est des plus simples: apres avoir rasé la régiun fronto-pa- 
riétale et préalablement immobilisé l’animal, on désinfecte la peau avec de la 
teinture d’iode et on fait une incision médiane en détachant légérement le 
périoste. On applique un peu en dehors de la ligne médiane un trépan, sans 
faire tomber la rondelle osseuse. Par le petit orifice central de la couronne> 
on pénétre avec l’aiguille dans la masse cérébrale et, doucement, on injecte 
0c. c. 2 de Pémulsion testiculaire saline. Une rapide suture de la peau et un 
badigeonnage 4 la teinture d’iode terminent l’opération. 


Notre premier lapin a présenté des parésies manifestes au troi- 
siéme jour, de la paralysie, des contractures et de la difficulté 
respiratoire au quatri¢me jour, et asuccombé le cinquiéme jour. 

Tous nos lapins de passage, actuellement au nombre de 
quatre-vingt-neuf, sont morts du quatriéme au sixiéme jour, 
sans que nous ayions eu & déplorer une seule contamination. 
Les précautions aseptiques ne furent jamais négligées. 

Avec le passage n° 1, nous avons pratiqué des inoculations 
cutanées (procédé intradermique de Groth, voir plus loin), testi- 
culaires et cérébrales, cela par lots de quatre lapins; nous avons 
obtenu des pustules manifestes, une orchile yaccinale typique 
el la mort avee une émulsion au 50.000° (injection dans le cer- 
veau). Chez homme, nous avons fait des vaccinations par sca- 
rification linéaire, avec une émulsion glycérinée au cinquieme; 
sur quinze nourrissons de quatre mois 4 deux ans observés par 
nous, six présentérent, & notre vive satisfaction, une petite pus- 
tule sans aréole, au centre de la scarification. 


Avec le passage n° 9, de nouvelles épreuves furent faites 
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sur plusieurs lots de lapins, avec les résultats suivants: sur la 
peau, pustules avec une dilution au 1/100.000°; dans le tesli- 
cule, cette méme émulsion provoqua une légére réaction seule- 
ment du cinquiéme au sixiéme jour; avec des doses au 80.000° 
et au 40.0002, l’injection provoqua des orchites violentes. 

Deux lapins sont inoculés dans le ceryeau avec une émulsion 
au 100.000°; l'un succombe le huitiéme jour, l’autre survit. Les 
testicules exlirpés des lapins morts donnérent des pustules 
cutanées. 

Etant au début de Ja période pendant laquelle on pratique la 
plupart des vaccinations, j’ai pu, avec ce vaccin de passage, 
faire des constatations qui me paraissent intéressantes. Cent 
quarante nourrissons furent vaccinés. Quatre-vingt-quatre 
d’entre eux fournirent des résultats positifs, soit 60 p. 100. Les 
pustules se développérent réguliérement; elles étaient puru- 
lentes et entourées d'une zone aréolaire trés appréciable. Quand 
le vaccin prenait sur les quatre scarifications, on constatait 
une fievre modérée. 

Avec le vaccin de passage n° 20, j’ai renouvelé les expériences 
du passage n° 9; la peau présenta des pustules avec une dilu- 
tion au 500.000°; au niveau du testicule, réaction légére au 
500.000¢ et plus intense au 200.000°. Les deux lapins inoculés 
par voie cérébrale avec une dilution au 60.000° succombérent 
du neuviéme au dixieme jour. Les vaccinations humaines 
furent réalisées avec la méme concentration d’émulsion (1/5°). 
Comme nous étions en pleine saison printanieére, j’ai vacciné un 
plus grand nombre de sujets. Ces sujets, au nombre de trois 
cent cinquante-quatre, vaccinés pour la premiére fois, don- 
nérent trois cent trente-six réaclions positives (soit 96 p. 100) 
et trente, vaccinés pour la deuxiéme fois, fournirent vingt-cing 
résultats positifs (soit 83,33 p. 100). 

Le passage n° 34 donna, sur la peau, une pustlule & la dilu- 
tion au 1/800.000°; dans le testicule (dilution au 41/1.000.000°), 
inoculation provoqua une orchile légere au neuvitme jour. 
Des trois lapins inoculés dans le cerveau avec une dilution au 
1/1.000.000°,l’un succombe le dixiéme jour, les deux autres sur-. 
vécurent. Les testicules et le cerveau se montrent virulents. 
Pour les vaccinalions humaines, }’ai employé une émulsion au 
1/10°. J’ai vacciné quatre cent quatre-vingt-dix cas pour la pre- 
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miére fois; dont quatre cent soixante-huit se montrérent posi- 
tifs, soit 95,51 p. 100, et cinquante-six revaccinés réagirent dans 
quarante-sept cas, soit 83,93 p. 100. 

La saison des vaccinations étant terminée, Je continual les 
passages de cerveau & cerveau, en les soumettant tous au con- 
trole biologique sur le lapin, afin de déterminer si le virus avait 
acquis son maximum d’exaltation. Le nombre de cerveaux utili- 
sés dans ces expériences fut de trente-six. 


Résurtats suk LA pkAU. — Chez tous les lapins, pustules évi- 
dentes & la dilution au 1/800.000°, et chez la plupart déja au 
1/100.000° (vingt-deux cas). J’ai réalisé les inoculations sur des 
lapins albinos, étant donné qu’avec de tels animaux j’obtenais 
de meilleurs résultats (1/1.000.000°). 

Avec des dilutions au 1/800.000°, on obtient des réactions 
plutot tardives (du huitiéme au dixiéme jour); réaction plus 
légere, dans le méme laps de temps, avec une dilution au 
1/100.000°. 


R&SULTATS DE L’INOCULATION, INTRACEREBRALE. — Tous les lapins 
inoculés avec des dilutions au 800.000° sont morts du septiéme 
au quatorzieme jour; avec des dilutions au 1/41.000.000°, trois 
des animaux survécurent. Le cerveau du lapin mort au quator- 
ziéme jour nous a servi & pra‘iquer des inoculations sur la 
peau et dans le testicule, avec un résultat positif marqué. 

Auparavant, nous avions déja établi les concentrations aux- 
quelles les vaccins prennent, d’aprés des échantillons de Cow- 
pox inoculés dans la peau des lapins. Cependant, avant de 
commencer la nouvelle saison de vaccination, nous avons 
voulu compléter notre étude, en comparant les lymphes de 
veaux n® 1770, 1771 et 1772 avec les cerveaux n° 66, 67 et 68. 
Dans ce but, afin que les résultats aient une valeur plus pré- 
cise, nous limes de chaque cété de la ligne médiane du dos du 
lapin 6pilé, une série de ponctions intradermiques, chacune 
avee des dilutions dermovaccinales et neurovaccinales variées. 

Les résultats furent les suivants : 


~ 


Lapin n° 7, — Coté droit. Cerveau 66 ; coté gauche : veau 


n°? 1770. Pustules des deux cdtés, jusqu’a la dilution au 
1/800.000°, 


— 
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Lapins n* 2 et 3. — Inoculation avec des émulsions de 
cerveaux 67 et 68 et de cow-pox 1771 et 1772; pustules 4 /100.000°. 
Chez ces animaux, les pustules dermovaccinales se manifes- 
terent plus précocement et avec une plus grande intensité 
qu’avec les échantillons cérébraux. 

Pour connaitre la valeur pratique du neurovaccin chez 


Fic. 1. — Neurovaccin. ; are 
Type de pustules le plus fréquent a la suite d’une primo-vaccination. 


homme, il aurait fallu ‘préciser la limite de la concentration 
utilisable, de maniére que les résultats obtenus ne fussent pas 


x 


inférieurs & ceux des dermovaccins. Au cours du printemps de 
cette année, nous procédaimes & des vaccinations avec des 
émulsions au 20° (passages cérébraux n® 70 et 71). 
de : eee 
A cette époque, MM. Levaditi et Nicolau, de l'Institut 


Pasteur, ont eu l’amabilité, pour laquelle je ne saurais suffi- 
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samment les remercier, de me remettre par Jes bons soins de 
mon ami le D* Jimenes, des fragments de cerveau (n° 313), 
pour en faire une étude comparative avec le virus préparé a 
l'Institut Alphonse XIII. Cela m’amena & pratiquer les vacci- 
nations avec notre souche sur le bras gauche, réservant le bras 


Fic. 2. — Neurovaccin. 
Pustules de bonne intensité. 


droit pour le virus de Levaditi-Nicolau. Pour V’instant, de 
l'étude comparée de ces deux souches, je ne puis donner que 
les tableaux statistiques de la vaccination humaine (voir plus 
loin), 

Avec les souches 70 et 71, préalablement contrélées sur le 
lapin, avec des résultats non supérieurs & ceux antérieurement 
obtenus, nous avons procédé & la vaccination humaine au 
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moyen d’émulsions glycérinées au 20°. Avec la souche n° 70, 
on soumet a l’inoculation 447 sujets vaccinés pour la premiére 
fois, la plupart Agés de plus de quatre mois; résullats posi- 
tifs dans 358 cas, soit 80,08 p- 100; ceux agés de moins de 
quatre mois (46) fournirent 22 succes, soit 47,87 p. 100. 


Fic. 3. — Neurovaccin. 
Pustules de bonne intensilé, 


Sur 313 sujets agés de plus de quatre mois, inoculés avec la 
souche n° 71, les résultats furent positifs dans 243 cas, soit 
77,83 p. 100 et 32 vaccinés agés de moins de quatre mois four- 
nirent 3 cas positifs, soit 9,66 p. 100. 

Ayant terminé l'étude expérimentale sur les Japins et sur 
Vhomme, ilrestait & déterminer les propriétés du neurovaccin 
en lant que virus utilisable pour la vaccination des veaux. 

37 
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Dans ce but, sur un lot de 12 veaux de méme race, prove- 
nance et age, nous inoculames 6 d’entre eux avec des émul-— 
sions cérébrales glycérinées au 1/5° (passage n° 70) ; les 6 autres 
avec la méme émulsion testiculaire, en procédant suivant la 


Fie. 4. -— Neurovaccin. 


Réaction intense. Quelques pustules secondaires. 


méme technique de rasage, de désinfection locale, de scarifi- 
cations superficielles, etc. 

Le résultat fut analogue, aussi bien chez les vaccinés avec 
les souches cérébrales que chez les inoculés avec les souches 
tesliculaires ; la réaction se manifesta par des pustules con- 
fluentes & développement normal, sans différence appréciable, 
au point de vue de leur morphologie et de leur évolution 
(Voy. tableau IT). 
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Il nous restait & faire des épreuves de résistance du virus 
cérébral aux diverses fempératures, en nous rapprochant autant 


TABLEAU I. 


PREMIERE VAGCINATION ACCINE 
PASSAGE TITRE TOTAL x Cae LOE BEVACEINGS 


numéros | d’émulsion | des cas : ? 
Examinés + | p. 100 | Examinés 


16,65 

60 0 
96 30 5 | 25 | 83,33 
95,54 | 86 | 9 


‘1| 83,93 


PREMIERE VACCINATION PREMIBRE VACCINATION 
sujets agés sujets agés 


PASSAGE THERE DOSE de plus de quatre mois | de moins de quatre mois 


numéros d’émulsion | des cas 


Examinés | — 5 Bxaminds 


493 44] 89 | 358) 80,08 24) 22) 47,88 
313 710 | 243} 77,83 29} 31 9,66 


Tasieau II. 


SOUCHE CROUTES | MOYENNE SOUCHE CROUTRS MOYENNE 
obtenues par veau cérébrale obtenues par veau 


testiculaire en grammes | en grammes || Passage 70 | en grammes | en grammes 


Veau no 1. 400 : 420 


TV 123 ‘ 434 
nos): 88 — , 92 
no4. 416 4 

n° 5.. 145 _ : 402 
ne°6. 448 A 442 


que possible des températures que supportent le plus souvent 
nos lymphes quand elles sont transportées en province, pendant 
la plus grande partie de l’année. 


Expprirnce n° 1, pAssAGE N° 75. — Quelques centimétres cubes 
d’émulsion glycérinée cérébrale au 1/5°, préalablement contré- 
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lée et possédant le maximum de virulence (1/1.000.000°), sont 
soumis pendant cing jours a la température de 23-26° C. 
Inoculation : 

a) Dans la peau, qui réagit par de fortes pustules ; 

b) Dans le testicule : réaction légére au 1/1.000.000° ; 

c) Dans le cerveau: mort du lapin au douziéme jour (dilu- 
tion au 1/1.000.000°). 


Expérience n° 2, passaGe n° 75. — Une quantité égale du 
méme type d’émulsion est soumise, pendant onze jours, & une 
température de 23-26°. Elle donne des pustules cutanées au 
1/200.000°; au méme titre, elle provoque une réaction testicu- 
laire modérément intense et la mort du lapin dans les quinze 
jours (voie cérébrale). 


Expmrience n° 3, passage 75. — Quantité égale de la méme 
émulsion. Aprés vingt-quatre heures d’étuve 4 37°5, cette émul- 
sion donne des pustules cutanées au 1/500.000°, et, & la méme 
dilution, une orchite nette. Le lapin inoculé par voie intracéré- 
brale meurt le sixiéme Jour. 


Expéripnce n° 4, passage 75. — On procéde de la méme 
maniére que précédemment. Apres quarante-huit heures d’étuve 
a 37°5, la virulence est en telle décroissance que seules les 
émulsions au 41/500° fournissent des résultats positifs. 


x 
* *¥ 


Avec les expériences ci-dessus, nous avons terminé nos 
recherches sur le neurovaccin au point de vue pratique. Avant 
de rapporter les données recueillies ultérieurement, nous 
croyons utile de discuter les raisons de nos préférences pour 
la méthode intradermique de Groth. C’est & cette méthode, en 
effet, que j’attribue le fait d’avoir obtenu des résultats diffé- 
rents de ceux observés par Levaditi et Nicolau, en ce qui con- 
cerne les affinités neurotropes et dermotropes du virus cérébral 
antivariolique,. 

D'abord, nous avons essayé la méthode classique de Calmette 
et Guérin et celle de Kelsch et Camus. Considérant que le par- 


4 
, 
° 


Pre. oA oe 
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lage uniforme des germes est difficile sur la surface irrégulié-- 
rement scarifiée, et qu’il fallait plusieurs lapins, dont la récep- 
tivité pouvait étre variable, nous abandonnames ces méthodes 
pour employer la suivante : 

Nous avons pratiqué des scarifications linéaires des deux cdtés 


~ 


Fic. 5. — Newrovaccin. 
Pustules normales (revaccination). 


du rachis, puis nous avons déposé, & l'aide d'une pipette, une 
quantité déterminée de diverses dilutions sur chaque scarifica- 
tion. Cette technique nous a permis de contrédler deux souches 
sur chaque lapin et d’apprécier les résultats suivant que 
l'éruption élait confluente, discréte ou nulle (schéma de 
Chauveau). Cependant, il subsistait toujours le fait, pour nous 
d’une importance capitale, & savoir: ]’impossibilité de déter- 
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miner la quantité de virus retenue par chaque scarification. 

Par la méthode de Groth (injections intradermiques), on est 
toujours sir que le virus est introduit en un volume déterminé 
dans le derme. En utilisant des aiguilles fines, on ne perd pas 
la moindre trace de liquide injecté. Ainsi nous avons la certi- 
tude que le virus agit au niveau de chaque piqire avec une 
| puissance d'action qu’il nous est impossible de déterminer. On 
en déduit que le procédé de Groth est exactement comparable 
aux injections intratesticulaires et intracérébrales, et non pas 
aux scarifications cutanées. 


Tasteau III. — Etude comparative du virus Levaditi 
et Nicolau a 4 p. 20 et du virus Madrid a 1 p. 20. 


: NOMBRE NOMBRE 
a ss ae = p. 100 
ANNEE VIRUS hadiewe T] F2 400 | a asicas * 


Levaditi et Nicolau 
1924 Tap) S20be ee aaaewa 447 210) 237] 53,02 46 4l 5 | 10,88 
Madrid 1 p.20.. .| 447 89} 358] 80,08 46 24) 22) 47,83 


Quelles que soient les souches de vaccins, dermiques ou 
cérébrales, qui donnent, par scarifications, un titre X, on 
obtiendra toujours par piqire intradermique un titre supérieur. 
En effet, les souches cérébrales, provoquant des orchiles vacci- 
nales typiques et tuant le iapin aux dilutions de 1/800.000¢ et 
de 1/1.000.000°, prennent également sur la peau par la méthode 
intradermique & la méme concentration, alors qu'elles ne 
donnent lieu & aucune pustule par simple scarification. 

On peut facilement contréler deux souches sur un seul lapin, 
en réalisant sept injections de dilutions diverses: six avec la 
souche a étudier, et une sepliéme avec une lymphe de titre 
déja connu. La régularité des résultats a été vérifiée pour de 
nombreux échantillons de dermovaccin. C’est la un procédé qui 
permet une comparaison exacte avec les résultats des injec- 
tions testiculaires et intracérébrales. C’est ce qui nous a décidé 
a lutiliser dans nos recherches sur le neurovaccin. 

Ces recherches nous ont montré que les propriétés d’un virus 
fixe ne s'acquiérent qu’aprés un grand nombre de passages de 
cerveau a cerveau. Les qualités du wirus fire ne sauraient étre 
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appréciées, comme certains auteurs le prétendent, par la mort 
du lapin a une date déterminée, toujours la méme; a notre avis, 
il faut, en outre, que le germe arrive & une limite d’exaltation, 
qui n’augmente plus par des passages ultérieurs. Nows pouvons 
affirmer que le maximum de virulence n'est acquis qu’aprées 
trente-qguatre passages cérébrauc. y 

Les résultats statistiques de la vaccination humaine avec les 
passages n° 20, au 1/5°, et 34, au 1/10°, confirment cette pro- 
gression de la virulence initiale. Avec le passage n° 20, dilu- 
tion au 1/5°, nous sommes arrivé & 96 p. 100 de résultats 
positifs chez les sujets vaccinés pour la premiére fois, et avec 
le passage n° 24, dilution au 1/10°, nous avons eu 95,51 p. 100 
de vaccinations posilives. Ces résultats sont supérieurs & ceux 
enregistrés avec les passages n°®* 70 et 74 (dilution au 1/20°) 
[80,08 p. 100 et 77,83 p. 100, résultats positifs}. 

En outre, nous avons observé, dans nos expériences, l’égalité 
des affinités pour la peau, le testicule et le cerveau, avant el 
apres que le virus avait acquis le maximum d’exallation. 


Voici, d’autre part, les caractéres macroscopiques des pus- 
‘tules, leur évolution et Jes complications auxquelles elles 
donnent lieu : 

Sur la peau du lapin, les manifestations apparaissent du 
deuxiéme au troisiéme jour avec des émulsions concentrées ; 
du quatriéme au cinquiéme jour, avec des dilulions plus éten- 
dues. Au début, on constate une légére inflammation au point 
dinjection, qui augmente progressivement les jours suivants 
et devient surélevée. I] se forme une petite vésicule purulente 
qui, en peu de temps, noircit et s’étend, formant une escarre: 
séche, plus ou moins étendue, suivant le titre de l’émulsion. 
I’escarre finit par se détacher. Certains animaux perdent l’ap- 
pétit, maigrissent, mais ils ne succombent que rarement. Ace 
point de vue, on ne constate nulle différence avec les souches 
Cow-pox, étudiées par nous. 

Chez homme, la période d’incubation des pustules neuro- 
yaccinales est, dans cerlains cas, de huit, neuf et dix jours. 
Assez fréquemment, ces pustules n’occupent pas toute l’étendue 
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de la scarificalion linéaire. Elles présentent la méme forme et 
les mémes caractéres qu’avec les souches dermiques. 

Nous etimes l'occasion d’observer parfois des réactions plus 
violentes et une zone inflammatoire intense avec des petites 
pustules-filles. Dans d'autres cas, il fut constaté des escarres 
précoces, ca et 1a des réactions plus ou moins étendues et des 
pustules secondaires par auto-inoculation et grattage. Les cas 
d’infection secondaire par rupture de pustule furent extréme- 
ment rares, et nous n’avons jamais observé de généralisation. 
Chez les veaux, le développement et l’évolution des pustules 
furent toujours plus ou moins semblables & celles produites 
par des vaccins d’autre provenance. 


Nos conclusions sont les suivantes : 


1° L’adaptation du vaccinjennérien au cerveau du lapin s’ob- 
tient dés le premier passage, si l'on part d’un virus cultivé au 
préalable dans le testicule du lapin; 

2° Le maximum de virulence du neurovaccin n’est atteint 
qu’aprés trente passages cérébraux au moins; 

3° Nous avons enregistré des résultats positifs chez homme 
dés le premier passage cérébral ; 

4° Les qualités vaccinales sont peut-étre un peu inférieures 
a la plupart des dermovaccins, avec le passage n° 20; mais 
elles sont entiérement semblables avec le passage n° 34; 

5° Les résultats chez le lapin et chez [homme sont iden- 
tiques, tout en tenant compte de la réceplivité et des méthodes 
inoculation utilisées ; 

6° Le virus neuroyaccinal offre les mémes alates pour la 
peau, le testicule et le cerveau; 

7° Les caractéres et ravenna des pustules neurovacci- 
nales, aussi bien chez l'homme que chez le veau, ou le lapin, 
sont les mémes que celles observées avec un vaccin de grande 
virulence; 

8° A concentration égale, le neurovaccin n’est pas inférieur 
a la plupart des lymphes utilisées; 

9° It a, sur le dermovaccin, l’avantage d‘étre pur. A cela 


aa 
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s’ajoutent la rapidité et la facilité de sa préparation et de son 
utilisation immédiate; 

10° Dans notre pays, son emploi réaliserait une économie 
appréciable. 


Je désire insister sur quelques-unes de mes conclusions que 
je n’ai pas discutées au cours de ce travail. 

Les conditions de pureté du neurovaccin lui conférent une 
valeur indisculable. Nous savons que les vaccins’antivario- 
liques contiennent une grande quantité de germes étrangers 
au virus. Ceci oblige & soumettre les pulpes & une épuration 
pendant trois ou quatre semaines. Les germes habituels se 
trouvant sur la peau des veaux ne sont pas pathogénes pour 
Vhomme, mais on ne peut nier la possibilité d'une contamina- 
tion des animaux dans les étables par certains microbes patho- 
genes, lesquels peuvent résister 4 l’épuration Ja plus rigou- 
reuse et nasser inapercus. Ceci se produit dans la majorité des 
cas, si on ne réalise pas un contrédle bactériologique des plus 
sévyéres. Dans notre pays, il n’est pas rare de voir des phleg- 
mons apparaitre, méme aprés vaccination directe en partant 
du veau. 

La préparation facile et rapide du neurovaccin rendra certai- 
nement de grands services. Les centres ot l’on peut fabriquer 
des pulpes de veaux sont nécessairement rares; |’installation 
des étables et de leurs dépendances est cotiteuse et, d’autre 
part, la préparation du vaccin nécessite un personnel spécia- 
lisé. Par contre, pour obtenir de bonnes lymphes cérébrales, il 
ne faut que des cages susceptibles d’une bonne désinfection et 
un spécialiste possédant quelques connaissances bactério- 
logiques. 

En Espagne, ot, dans la majorité de ses provinces, il existe 
des laboratoires avec des bactériologistes compétents, il serait 
trés facile que ces bactériologistes se mettent au courant de la 
technique et que, pendant les époques de chaleur intense, ils 
assurent la vaccination antivariolique a l’aide de petites quan- 
tités de neuroyaccin fraichement préparées, garantissant le 
résultat. Les lots de Cow-pox que nous envoyons dans nos iles 
Canaries arrivent, dans la majorité des cas, complétement sté- 
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riles, et ceux qui sont envoyés & Fernando P6 ne sont utili- 
sables que transportés dans une glaciére et utilisés dés leur 
réception. 

Dans notre Institut, la moyenne des crodtes obtenues sur les 
veaux vaccinés avec des cultures testiculaires est de 140 grammes, 
lesquelles, multipliées par cing volumes de glycérine, donnent 
700 grammes de lymphe. Les dépenses sont les suivantes : 
acquisition du veau: 60 pesetas; son alimentation pendant 
deux mois, 60 pesetas; antisepliques et pansages, 2 pesetas; 
total : 122 pesetas. 

Voyons les frais du vaccin cérébral (méme type d’émul- 
sion) : avec le lapin, on obtient une moyenne de 144 grammes 
de masse cérébrale (8 grammes par lapin), ce qui, multiplié 
par cing volumes de glycérine, donne 720 grammes de lymphe. 
Coit: 18 lapins 4 5 pesetas = 90 pesetas. La différence en 
faveur du neurovaccin est de 32 pesetas, malgré que nous 
ayions attribué un prix inférieur 4 la dépense réelle du four- 
rage des veaux et que, d’autre part, nous ayions calculé d’aprés 
une émulsion de neurovaccin a 1/5°, alors qu’en réalité, nous 
utilisons toujours nos émulsions cérébrales & 1/10°. 

A Vheure qu'il est, il a été envoyé dans les diverses provinces 
plus de un million de doses de neurovaccin, sans qu'une seule 
plainte ait été formulée (1). 


(1) Le neurovaccin est également préparé et utilisé par le Laboratoire 
municipal de Barcelone (Levaditi). 


LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 


A VYINSTITUT PASTEUR EN 1924 


par JULES VIALA, Préparateur au Service antirabique. 


Pendant l'année 1924, 764 personnes ont subi le traite- 
ment antirabique a |’Inslitut Pasteur de Paris : 2 sont mortes 
de la rage. Mais chez l’une d’entre elles, la rage s'est déclarée 
moins de quinze jours aprés la fin du traitement; elle doit étre 
défalquée pour le calcul de la mortalité. 

La statistique s’établit donc ainsi : 


Personnes. traitées... <2 -ek venues 764% 
MORtEE ah ieee: CSB tock Bsa) wl 4 
Mortalitésy SW00i as. nk. 3 ey ce 0,14 


Le tableau ci-dessous indique les résultats généraux des 
vaccinations depuis l’origine : 


= PERSONNES MORTALITE ; PERSONNES MORTALITE 

ARNE traitées MORES p- 100 ae traitées mes p- 100 
1886 2.671 25 0,94 1906 7712 ul 0,13 
1887 2.770 14 (ezks) 1907 7186 3 0,38 
1888 NIG22) 9 0,55 1908 524 4 0,19 
1889 1.830 ql 0,38 1909 467 4 0,24 
1890 4.540 5 0,32 1910 401 0 0,00 
1891 Liye) 4 0,25 1944 341 4 0,29 
1892 TG) 4 0,22 1942 a5) 0 0,00 
1893 1.648 6 0,36 19413 330 0 0,00 
4894 1.387 te 0,50 A914 373 0 0,00 
1895 1.520 5 0,38 49415 654 4 0,45 
1896 4.308 4 0,30 1916 1.388 3 0,24 
{897 1.529 6 0,39 1917 4.543 4 0,26 
1898 1.465 3 0,20 A918 1.803 33 0,16 
4899 1.614 4 0,25 A919 41.843 3 0,16 
4900 4.420 4 0,28 4920 4.426 6 0,53 
4904 1.321 5 0,38 1924 998 uf 0,10 
1902 4.005 2, 0,18 1922 154 0 0,00 
1903 628 2 0,32 1923 7127 0 0,00 
4904 755 B) 0,39 1924 764 4 0,14 
4905 721 3 0,41 
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Les personnes trailées & l'Institut Pasteur sont divisées en 
trois catégories correspondant aux tableaux suivants : 

Tableau A. — La rage de l’animal mordeur a été expéri- 
mentalement constatée par le développement de la maladie 
chez des animaux mordus par Jui ou inoculés avec son bulbe. 


Tableau B. — Personnes pour lesquelles la rage de l’animal 
mordeur est constalée par examen vélérinaire. 

Tableau C. — Personnes mordues par des animaux suspects 
de rage. 


Nous donnons ci-aprés la répartilion entre ces calégories des 
personnes traitées en 1924: 


MORSURES MORSURES MORSURES 
a la téte aux mains aux membres 


TOTAUX 


ANNEE 
1924 


Traités 
Mortalité p. 100 
Mortalité p. 100 


(on) S 
So = 
= _ 
a. a 
~D oO 
Ss iS 
2 = 
oO o 
& 8 
i) mq 
g s 
= = 


Catégorie A. . 
Catégorie B. . 
Catégorie C. .}. 


Au point de vue de leur nationalité, les personnes traitées 
se répartissent de la facon suivante : 


DEER A DIK cS ert: Shad | OOS CRMs Sac 1 
Hollande a ee ip Se all 
Tlese@ananles's-.t cmcgnec isu col te yee acne 4 
Portugese <.\ irae vas Sota hea fee 27 
Principaute dewMonacom, 2. 2... 4. Bese 


Répartition par départements des 759 personnes traitées 
mordues en France. 


AID oo Oa) alte Ree ee mer PAN SATIO SE ps oe. Le en 4 
Aisne’. > 2-300): Gee a ee DMARD Clemson eee 4 
AIS ETIC/.. on chy. een ee Sa AVEY TOT, «Gao a ee 2 
ATA ENTIES ,-</seineiiaietee tn eeE. asl EEN EO ee ee eee et gk 4 


— 
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Wantal fete aewesssy. Sirs esi 8 30 | Meurthe-et-Moselle. ...... 4 
Charente-Inférieure....... AAAI (OLE aby acon Taree NNR: beep 3 
Chemieattaeyace me ihatctos oo oeicns Oz |e NLODD IN anit eee ets a aaa, Sere 42 
Garrezomery ste Re) AOL, 27) -=Mosellevte= 4s thea Se tre: 4 
COte-@Oran th ea.stig his 2AWINIG@VCCT2s Ate Sk oI Ae: aan 5 
Cétes=duaNords, ., 45). pees LS PIM NOG gee Se ot sae os Ee ee 4 
CPEUSC rows sare. te Bae 2 OTS Cece koe sams in. oe lop eng ona 10 
| URS: Ae ea ean od GEA Gp Orne. 2 ee I. Sa 5 
urese t= oie clg 4) 2) eye leat. 2p \ebas-de=Galaish i yieet. (sO suen xc 4 
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Personne traitée morte de la rage aprés le traitement. 


Vincent (Armand), soixante-six ans, demeurant 4 Savoisy 
(Cote-d’Or). Mordu le 28 juillet : trois morsures pénétrantes, 
face dorsale main droite, qui ont saigné. 

Traité du 29 juillet au 12 aout. 

Pris de rage le 8 octobre, mort le 12 octobre. 

Vincent avait été mordu par un chien reconnu comme suspect 
de rage & l’autopsie par M. Naudot, médecin-vétérinaire a 
Montbard (Cote-d’Or). 


Personne morte de la rage 
moins de quinze jours aprés la fin du traitement. 
Brouwer (Philippe), quarante-cing ans, demeurant au Havre 
(Seine-Inférieure). Mordu le 21 mars, & la paume de la main 
droite; deux morsures pénétrantes. 
Traité du 25 mars au 11 avril. 
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Les premiers symptémes rabiques se sont manifestés chez 
lui, le 18 avril, il meurt le 24 avril. 

Brouwer avait été mordu par un chien reconnu enragé, apres 
autopsie, par M. Lesueur, médecin-vétérinaire au Havre. 

Le bulbe de l’animal mordeur, inoculé dans I’e@il & des 
cobayes, a donné la rage Je vingtiéme jour. 

L’examen histologique des centres nerveux du chien, fait par 
M. Manouélian, a montré que l’animal est mort de la rage. 

Ce chien avait mordu treize personnes qui ont subi le trai- 
tement & l'Institut Pasteur et qui se portent bien. 


* 
eee 


Depuis 1912, l'Institut Pasteur a adopté la méthode de con- 
servation en glycérine des moelles atténuées, introduite dans 
la pratique par A. Calmette. 

On se sert de pots-bans d’une contenance de 50 cent. cubes. 

Dans chacun, on verse 25 cent. cubes de glycérine & 30° B’, 
neutre. 

On stérilise 4 120°, pendant vingt minutes. 

On laisse refroidir et on introduit dans chaque pot-ban 
quelques fragments de moelles préalablement desséchées dans 
un flacon de potasse, d’aprés la méthode initiale de Pasteur. 

Dans chaque flacon contenant la glycérine on peut mettre 
plusieurs fragments de moelle dont la longueur totale peut 
alteindre 5 centimetres. 

On conserve ces flacens & la glaciére aux environs de-+ 4°. 

Pour éviter l’infection de la moelle chez les lapins paralysés 
et agonisants, on place ces derniers & méme dans la glace. 

Sitét quils sont morts, on extrait la moelle par la méthode 
d’Oshida, au moyen d’un mandrin métallique nickelé stérile (4). 

On w'utilise, pour la vaccination des personnes mordues, que 
des moelles ayant séjourné moins de vingt jours en glycérine, 
lexpérience ayant montré que le degré d’atténuation de chaque 


moelle n'est pas sensiblement modifié pendant les vingt pre- 
miers jours. 


(1) Ces mandrins (modéle de Jules Viala) sont construits par la fabrique 
dinstruments de chirurgie Collin, rue de l’Ecole-de-Médecine, & Paris. 
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Nous reproduisons ci-aprés, parce qu'il nous a été demandé 
de divers cétés, le schéma des traitements suivis par les mordus, 
suivant la gravité de leurs morsures. 


Injections antirabiques. 
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Le Gérant : G. Masson. 
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